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Dentro de las Ciencias Médicas, la Patologia ocupa un
lugar preferencial, no s6lo por su papel fundamental en el
diagnéstico de las distintas lesiones, sino porque profundiza
en el « estudio ' de las causas de la enfermedad, su patogenia
y en definitiva pcrque trata de esclarecer la biologia de los
procesos morbosos.

Los tumores, constituyen uno de los blancos a los que se
dirigen 1los mayores esfuerzos cientificos en orden a
determinar con exactitud el complejo proceso de
transformacién neoplésica y sus causas, pasos previos
indispensables para el descubrimiento y posterior aplicacién
de una terapeutica eficaz.

Para realizar esto, el .patélogo se apoya en unas
técnicas, como la utilizacién de la microscopia electrénica,
la histoquimica enzimolégica y la inmunohistoquimica, que se
han convertido en métodos habituales en la mayoria de
laboratorios de Patologia.

Junto a estas técnicas, mayoritariamente utilizadas,
existen otras como el cultivo de tejidos, cuyo empleo ha
estado durante muchos afios restringido a los laboratorios de
Biologia. El cultivo celular, no obstante, no es una técnica
nueva, aunque su utilizacién ha venido teniendo importancia
en la dltima decada.

La ventajas que supone trabajar con cultivos celulares,
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se resumen en que son una fuente continua de material celular
apta para estudios morfolégicos simples, como la microscopia
de contraste de fase, pero taﬁbién para otros estudses, que
requieren técnicas més elaboradas, como la citﬁgenética, los
estudios biogquimicos, la cbtencién de anticuerpos
monoclonales, o la genética molecula:. Estas técnicas
proporcionan un volumen importante de datos cientificos, no
solo de valor diagnéstico-prondstico, sino también dtiles
para el esclarecimiento de las interrogantes existentes en la
biologia tumoral.

Dentro de los tumores de la infancia y adolescencia, las
neoplasias de células redondas constituyen un grupo de
tumores poco frecuentes, que tienen en comin su alto grado de
indiferenciacién celular y que comparten muchos signos
clinicos y morfolégicos anélogos.

Tres grandes problemlticas se plantean en estos tumores:

* La gran dificultad diagnéstica que poseen cuando son
utilizadas técnicas morfolégicas basicas como la microscopia
de 1luz y las coloraciones habituales. Asi, se trata de
tumores muy inmaduros, constituidos por células redondeadas
sin signos aparentes de diferenciacién. Por todo ello,
desgraciadamente, el porcentaje de errores diagndésticos es
importante. Es evidente, que incluso patélogos expertos han
tenido alguna vez serios problemas de diagnéstico diferencial
entre entidades como el sarcoma de Ewing, la variedad sélida
de un rabdosarcoma alveolar o la metlstasis ©&ésea de un

neuroblastoma.

13



* La tipificacién de alguno de estos tumores, como el
neuroepitelioma periférico, cuya estrecha relacién con el
sarcoma de Ewing, obliga a realizar estudios definitivos que

nos den datos acerca de si se trata o no de la misma entidad.

* La histogénesis de alguno de estos tumores, como el sarcoma

de Ewing, cuyo origen todavia no esté aclarado.

Por todo ello, los objetivos que nos hemos planteado al

realizar esta tesis han sido:

* Demostrar el valor del cultivo celular y otras técnicas
derivadas de tipo morfolégico y de biologia molecular en el
diagnéstico diferencial de 1los tumores de las células

redondas de la infancia y adolescencia.

* Estudiar 1la relacién entre el neurocepitelioma periférico y
el sarcoma de Ewing, en base a criterios morfolégicos,

inmunohistoquimicos, bioquimicos y de genética molecular.

* Contribuir a aclarar la histogénesis del sarcoma de Ewing,

en base a estudios inmunohistoquimicos y bioguimicos.
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2. REVISION BIBLIOGRAFICA

15



2.1.- TUMORES DE CELULAS REDONDAS PEQUENAS EN LA INFANCIA Y

ADOLESCENCIA.

La patologia tumoral en los pacientes jovenes (infancia
y adolescencia) est& en gran parte representada por los
tumores del SNC vy los distintos tipos de leucémias.
Afortunadamente estas entidades, que en su conjunto suman més
del 60% de las neoplésias, estan bien conocidas, tienen
amplios criterios diagnésticos Y numerosos protocolos
terapéuticos, algunos de ellos con éxito y altas cifras de
curabilidad, como es el caso de las leucémias linfoides
agudas. !

Sin embargo, existe otro grupo de neoplésias que forman
el restante 40% y en el que se incluyen los linfomas, tumores
neurales periféricos, sarcomas de partes blandas (en especial
el rabdomiosarcoma), tumor de Wilms y tumores primitivos del
hueso en orden decreciente de frecuencia, cuyo diagnéstico en
muchas ocasiones plantea serias dificultades ain al patdlogo
més experimentado. Esto es debido a que muchos de estos
tumores, sobre todo en sus variantes mé&s inmaduras, presentan
unos patrones morfolégicos bésicos muy semejantes, siendo a
veces imposible llegar a un correcto diagnéstico de los

mismos, utilizando 1los medios usuales de 1la microscopia de
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luz y técnicas de rutina.

Es por esta razén, por la que algunos de estos tumores
se han agrupado bajo el concepto de tumores de células
redondas pequefias o tumores de células pequenas azules
(debido a que 1la alta relacidén nicleo-citoplésma y el
hipercromatismo nuclear confieren a dichas células un aspecto
azulado, con apenas citoplésma diséerniblé);

Un aspecto importante que justifica la necesidad de
realizar un diagnéstico diferencial de estas neoplasias, es
el diferente pronéstico y el distinto protocélo terapeutico
gue se sigue en cada una de ellas.

Clésicamente se han incluido dentro del grupo de tumores
de células redondas, cuatro grandes entidades:

* Sarcoma de Ewing
* Neuroblastoma

* Rabdomiosarcoma
* Linéoma.

La complejidad que vya existia para establecer un
correcto diagnéstico se ha visto acrecentada en las dos
Gltimas décadas, con la descripcién de nuevas entidades
~clinicopatolégicas que presentan asimismo caracteres comunes
-con estos grandes grupos. De modo que actualmente se
~englobarian dentro de los tumores de células redondas las
siguientes neoplésias:

* Sarcoma de Ewing 6seo
* Neuroepitelioma periférico

* Sarcoma de Ewing extraesquelético

*

Variante s6lida del

17



Rabdomiosarcoma alveolar
* Tumor de Askin de la pared
torécica
* Sarcoma primitivo indiferenciado
* Linfoma extranodal
* Neuroblastoma metastético.
Algunos autores incluyen oﬁfoé tumores, como
osteosarcoma microcelular (Yunis 1986), condrosarcoma
mesenquimal (Yunis 1986), y sinoviosarcoma (Triche y Askin
1983), aunque estos dltimos suelen presentar unas

caracteristicas clinico-patolégicas més claras y por tanto no

plantean tantas dudas diagnésticas como los anteriormente

mencionados.
Es importante puntualizar asimismo que también en estas
dos dGltimas décadas se han logrado numerosos recursos

técnicos que facilitan el diagnéstico diferencial. Este es el

caso de 1los linfomas, sobreéodo en los de alto grado de

malignidad, cuya localizacidn en ocasiones extranodal
condiciona serias dudas diagnésticas. Actualmente con el
desarrollo de técnicas inmunolégicas con marcadores de
superficie Y citoplésmicos (Triche Y cols. 1986),

practicamente . estandarizédas en todos los grandes

laboratorios, se estd capacitado, en la mayoria de los casos,

:para tipificar la exacta naturaleza linfoide de la neoplésia,

‘por esta razén los excluimos del presente estudio.

Seguidamente nos vamos a centrar en la revisién

‘bibliogr&fica de estos tumores de células redondas, poniendo

especial énfasis en el sarcoma de Ewing, neuroblastoma y
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neuroepitelioma periiérico que son el motivo especifico de

esta tesis.

2.1.1. SARCOMA DE EWING:

En 1921, James Ewing hizo la primera descripcién de esta
neoplasia, como entidad clinicopatolégica Yy lo 1llamé
"endotelioma difuso del hueso". Ewing lo describid como un
sarcoma de células redondas de naturaleza y origen
desconocidas, constituido por islotes de células poliédricas
pequefias con citoplasma pé&lido, nucleo hipercromé&tico, bordes
bien definidos y completa ausencia de material intercelular.
Asimismo, describié la marcada vascularizacién del tumor,
razén por la cual tomé6 la denominacién inicial de endotelioma
difuso o la que tres afos més tarde le di6é de mieloma
endotelial del hueso. 1

El reconocimiento general de dicho tumor como entidad
propia fué cuestionado por numerosos autores, asi Willis en
1940, lo consideré como una forma metasté&tica en hueso del
neuroblastoma, Schajowicz en 1959 1lo redefinié como una
patologia tumoral ©6sea con entidad propia y hoy ocupa un
lugar entre los tumores primarios de hueso en la
clasificacién de la OMS (Schajowicz y cols. 1972).

El sarcoma de Ewing, es el segundo tumor maligno &seo en
orden de frecuencia que aparece en la infancia y
adolescencia. Su pico de incidencia se sitda en la segunda

década de la vida, aunque se han descrito casos extremos (Kim
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y cols. 1986). En cuanto a su localizaciln puslic darse
afectacién de cualquier hueso del organismo, pero el més
cominmente afectado es la met&fisis femoral.

Téfapeuticamente es un tumor radiosensible'y los Gltimos
protocolos se basan en la radioterépia y la quimioterdpia. Su
pronéstico depende de varios factores clinicos. El1 més
importante de todos es la presenciérdérmétéstasis (Wilkins y
cols. 1986, Hartman y cols. 1987), también la localizacién
pélvica confiere un mal pronéstico (Wilkins y cols. 1986,
Kissane y cols. 1983), asi como 1la VSG elevada (Wilkins y
cols. 1986).

Ultimamente han habido varios trabajos acerca de la
importancia de 1la morfologia en cuanto al prondstico del
sarcoma de Ewing. Asi Llombart Bosch y cols. (1986) y Stefani
y cols. (1984) indicaron 1la necrosis tumoral como factor
pronéstico, aunque concluyeron que su importancia es relativa
comparada con los datos clinicog. Finalmente, Workman y cols.
(1985) sefialaron las alteraciones citogenéticas, el
crecimiento tumoral répido in vitro y la alta tasa de
receptores adrenérgicos como signos desfavorables.

Los criterios histoldégicos de esta neopl&sia estén bien
definidos y en general son aceptados por todos los autores.
Asi, en 1982, Llombart Bosch y cols., definieron las bases
para diagnéstico del sarcoma de Ewing, como constituido por
células redondas con nicleo redondeado y pélido, dispuestas
en cordones o estructuras rosetoides con ausencia'é escasez
de fibras Vreticulares con un variado nimero de vasos y

evidencia de necrosis.
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En cuanto a los patrones morfolégicos de crecimiento,
Kissane y cols. (1983), describieron el patrén difuso, el
" lobular y el filigrée (damero), este fltimo como compuesto
por cordones bicelulares rodeados per - un estroma
fibrovascular denso. Por su parte Llombart Bosch y col.
(1986), clasificaron los patrones arquitecturales en:
cohesivo (difuso), disociado (céiﬁlés- séparadas por tractos
fibrosos o vasos), en damero, con pseudorosetas y reticular.

Un hecho importante y bé&sico durante muchos afios para el
diagnéstico histolégico fué 1la descripcién de Schajowicz
(1959), sefialando el masivo contenido de glucégeno de las
células tumorales del sarcoma de Ewing, demostrable
histogquimicamente por la técnica de PAS, y PAS diastasa.
Unicamente la presencia de glucégeno, en unas células
tumorales inmaduras procedentes de una neoplésia &6sea en un
paciente joven, ha servido durante mucho tiempo como firme
criterio diagnéstico de sarcomé de Ewing. En su trabajo,
Schajowicz (1959), destacaba la importancia de este hallazgo
y su criterio diferencial con el reticulosarcoma ©&seo,
neuroblastoma u osteosarcoma. En base a esta PAS positividad,
muchos laboratorios utilizan la técnica de improntas
citolégicas 6seas como una de las bases de diagnéstico (Yunis
1986), sin embargo la presencia de glucégeno no se produce en
todos los casos de sarcoma de Ewing, como demostraron Kissane
y cols. (1981) en un estudio en el que encontraron un 37% de
casos negativos al PAS.

Con la utilizacién del M.E., se consigﬁié un gran avance

en el conocimiento de este tipo de tumor. Fueron Friedman y
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Gold (i3¢0), los primeros en proporcionar una descripcién

detallada de la ultraestructura tumoral, confirmando
inicialmente el caracter indiferenciado y blastematoso de las
células tumorales. '

Una de las primeras observaciones que el ME objetivé,
fué la existencia de dos poblaciones celulares: una, la més
numerosa, constituida por células inmaduras (célula
principal) con un nicleo redondo, con cromatina fina dispersa
y nucleolo no prominente, un citopl&sma pobre en orgénulos,
con aisladas mitocondrias, vesiculas 1lipidicas, numerosos
ribosomas libres, aislados complejos de Golgi y abundante
glucégeno en situacién perinuclear. Estas células principales
presentaban una membrana plasmética desarrollada y era
posible ver uniones éstrechas y estructuras tipo desmosoma.
La otra poblacién celular, estaba constituida por las
llamadas células oscuras © secundarias, gque presentaban
nGcleo pequefio, con cromatina céndensada e irregularidades en
su membrana Y un citopldsma pobre en orgénulos, con
mitocondrias vacuoladas, ribosomas, vacuolas 1lipidicas,
lisosomas primarios y glucdgeno. La importancia de este tipo
celular no llegd a transcender y fué catalogado por la
mayoria de autores como una forma degenerativa de la célula
principal (Povysil y Matejovsky 1977, Llombart Jr. y cols.
1970, Llombart Bosch y cols. 1978, Mahoney y Alexander 1978).

Otros signos ultraestructurales descritos en las células
principales del cl&sico sarcoma de Ewing son la presencia
ocasional de microtidbulos (Mahoney y Alexander 1978, Takahasi

y cols. 1976), filamentos intermedios (Navas Palacios y cols.
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1984), incluso im&genes caracteristicz:z ds¢ otros tumores de
células redondas como el neuroblastoma. Asi, Schmidt y cols.
(1982), describieron 4 casos de sarcoma de Ewing que
presentaban gr&nulos densos de tipo neurosecretor, procesos
similares a 1los dendriticos y microtibulos; estas imégenes
han sido también corroboradas por Perez Atayde Yy cols.
(1985).

En 1975, Van der Heul, describié6 la existencia de casos
de sarcoma de Ewing con aparicién de otro tipo celular més
abigarrado vy lo denominé Ewing atipico. Esta inicial
impresién es pronto aceptada y en 1978, Llombart Bosch y
cols. realizaron una descripcién detallada tanto 6ptica como
ultraestructural de 28 casos de sarcoma de Ewing tipico vy
atipico, y asi, microscSpicamente, el nicleo del Ewing
atipico era m&s irregular, mostrando pliegues de la membrana,
con la cromatina m&s condensada, el nucleolo mé&s prominente.
El citoplédsma poseia més cantiéad de glucédgeno y presentaba
inclusiones 1lipidicas. Adem&s, la arquitectura tumoral se
caracterizaba por una trama reticulinica acusada.
Ultraestructuralmente, la célula principal del Ewing atipico
presentaba un nicleo mé&s irregular y un citopldsma més rico
en orgénulos, tipo mitocondrias, RER, ribosomas. Una
peculiaridad de estas células es la presencia de numerosos
filamentos citoplésmicos de 80-100 A y depésitos lipoideos.
La cantidad de glucégeno era siempre menor a la observada en
el Ewing tipico.

También Llombart Bosch vy Peydré Olaya, en 1983,

confirmaron su previo andlisis ultraestructural, afadiendo un
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estudio con microscopia electrénica de barrido, demostrando
la presencia de microvellosidades superficiales_y estrechos
contactos celulares, existiendo s6lo escasas diferencias
entre las células del Ewing tipico y el Ewing atipico (estas
Gltimas revelaban una gran variabilidad de tamafio y forma).

En 1980, Nascimento Yy cols., describieron las
caracteristicas clinico-patolégicasrdéi VEwing atipico o de
células grandes, insistiendo en su necesario diagnéstico
diferencial con el linfoma de células grandes y el
osteosarcoma  microcelular. Las imagenes morfolégicas
coinciden con las descritas por Llombart Bosch y cols. (1978)
y Navas Palacios y cols. (1984). Destaca la alta incidencia
en la segunda década de la vida, su predominio en varones y
sefilala cémo no tiene diferente pronéstico respecto al Ewing
tipico; aunque por su parte, Hartman y cols. (1986) en un
reciente estudio, observaron que el patrén atipico del
sarcoma de Ewing conlleva péor pronéstico que el Ewing
tipico. |

Otra variedad del Ewing atipico distinta al de células
grandes, fué descrita por Llombart Bosch y cols. en 1970,
como sarcoma de Ewing del hueso con caracter endotelial y
cuya morfologia éptica se caracterizaba por una proliferacidn
lobular de células principales y secundarias algunas de ellas
configurando espacios vasculares. ~ incompletos.
Ultraestructuralmente, la célula principal de este tumor, en
concreto 1la que tapizaba estos espacios vasculares,
presentaba procesos citoplésmicos, interdigitaciones, uniones

estrechas, cuerpos multivesiculares limitados por membrana y
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conteniendo microtibulos (cuerpos de Weibel-Palade) vy
numerosos filamentos citopléasmicos. Estos dos Gltimas
caracteristicas eran propias de célula endotelial.

En 1975, Angervall y Enzinger, describieron otra
variedad de sarcoma de Ewing no relacionada con el hueso,
sino con partes blandas y lo definieron como sarcoma de Ewing
extraesquelético. En su amplio estudio clinico-patoldgico
describen esta entidad con una localizacién m&s frecuente en
el &rea paravertebral, aunque se han descrito casos hasta en
la piel (Peters y cols. 1985), y una incidencia en cuanto a
la edad alrededor de los 20 anos de vida. La descripcién
histoldégica y wultraestructural es idéntica a la del sarcoma
de Ewing del hueso. Estos autores ya recalcaron las
dificultades diagnésticas con el neuroblastoma, linfoma,y
neuroepitelioma periférico y el valor de la ME en este
diagndéstico diferencial complejo, sobretodo con la variedad
s6lida del rabdomiosarcoma embrionario. Asi, Soule vy cols.
(1978), hicieron una revisién de 26 casos de sarcoma de Ewing
extraesquelético encontrados en el estudio cooperativo del
rabdomiosarcoma (IRS intergrup, Rabdomyosarcoma study).

Gillespie y cols. (1979), proporcionaron una perfecta
descripcién histolégica y ultraestructural de 3
casos,indistinguibles por 1lo demés de su homélogo éseo y

planteaban las misma dudas diagnéstiéas.

Dickman y Triche (1986), compararon los sarcomas de

Ewing extraesqueléticos vy los rabdomiosarcomas embrionérios
proponiendo la busqueda de criterios sélidos diferenciales

ultraestructurales, presentes sélo en los tumores musculares
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como son las bandas 2, filamentos de miosina, colédgeno
fagocitado, matriz coldgena y membrana basal.

Por su parte Kinsella y cols (1983), realizaron un
estudio clinico comparativo entre safcoma de Ewing del hueso
y Ewing extraesquelético, observando altas tasas de curacién
siguiendo protocolos terapéuticos de irradiacién Yy
poliquimioterépia.

Otra de las aportaciones técnicas a la Anatomia
Patolé6gica es la histoquimia convencional. A partir de la
descripcién de Schajowicz (1959) de la PAS positividad de las
células del sarcoma de Ewing, esta técnica histoquimica es
utilizada rutinariamente en todos 1los casos de diagnéstico.
Hoy se ha comprobado que el contenido en glucégeno no es
privativo del sarcoma de Ewing, y que rabdomiosarcomas,
neuroepiteliomas y mAs atin neuroblastomas (Triche y Ross
1978, Yunis y cols. 1979) pueden presentar glucdgeno
citoplésmico en mayor o menor gfado.

En cuanto a los resultados y especificidad de las
técnicas histoquimicas en el sarcoma de Ewing son
contradictorios. Asi, Navas Palacios y cols. (1984)
describieron la PAS positividad del sarcoma de Ewing y sin
embargo encontraron negatividad respecto a 1las fosfatasas
alcalinas. Povysil y Matejovsky (1977), sin embargo,
refirieron que las células del sarcoma de Ewing son positivas
a las fosfatasas alcalinas a nivel de su membrana. Llombart
Bosch y cols. (1982) destacaron la negatividad del sarcoma de
Ewing respecto a la o naftil esterasa y fosfatasas &cidas,

marcando estos resultados como signos diferenciadores frente
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al retiz:l-:-.o:z:7z. Tambié&n Llombart Bosch y cols. (1980)
describieron lz positividad a las fosfatasas alcalinas, en su
estudio del caso con caracter endotelial y en los sarcomas de
Ewing convencionales.

La introduccién de las técnicas inmunohistoquimicas en
el campo de Anatomia Patolégica también ha tenido su
importancia en la mejor comprensién del sarcoma de Ewing,
aunque en muchos de los casos, acompafian a hipbtesis
histogenéticas variadas y que complican atn m&s la situacién.
Uno de los primeros estudios inmunohistogimicos es el
realizado por Miettinen y cols. (1982), quienes observaron la
constante expresién del filamento intermedio vimentina
(caracteristico de las células.mesenquimales), en las células
del sarcoma de Ewing, y destacaron asimismo la negatividad
del tumor a marcadores endoteliales, tipo factor VIII o Ulex
europeus (corroborado en 1984 por Navas Palacios y cols.),
sin embargo en el mismo afio Roessner y cols. habian descrito
la positividad de células del sarcoma de Ewing al factor VIII
defendiendo su origen endotelial. El mismo Roessner,
describié posteriormente (1984), la coexpresibén de queratina
y vimentina por el tumor.

Harvey y cols. (1982), comunicaron 1la presencia de
colédgeno tipo I y Dickman y cols.(1982) demostraron la
produccién de colégenos tipo I,III y IV, abogando por un
origen mesenquimal. Modesti y cols. (1985), también
demostraron la produccién de estos tipos de coldgeno Yy de
laminina y fibronectina. Todas estas experiencias fueron

realizadas con cultivos celulares de diversas lineas de
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sarcoma de Ewing establecidas "in vitro".

También han sido descritos casos de sarcoma de Ewing,
positivos a marcadores neurales tipo NSE (Mierau 1985, Yunis
1986, Kawaguchi y Koike 1986), HNK-1 (Lipinski'y cols. 1984,
1986, 1987, Llombart Bosch y cols. 1986), neurofilamentos
(Moll y cols. 1987 en prensa), HLA-ABC y B2 microglobulina
(Donner y cols. 1985). .

Resumiendo estos aspectos, merece sefialarse como todavia
secundaria la importancia diagnéstica de la inmunocitoquimica
comparada con el valor de la ME en el diagnéstico diferencial
de los sarcomas de células redondas (Mierau 1985, Triche
1986).

Respecto al valor del cultivo de tejidos en el
conocimiento de esta neoplésia, ya fué resaltado por Kadin y
Bensch en 1971, pero es actualmente en la década de 1los 80
cuando estd adquiriendo una decisiva importancia en el
esclarecimiento de la histogéneéis del sarcoma de Ewing.

En 1982, Berthold y «cols. resaltaban 1la importancia
morfolégica diagnéstica del cultivo, refiriendose a un
complicado caso de diagnéstico diferencial con un
neuroblastoma primitivo, siendo la presencia de neuritas en
cultivo lo que marcéd el diagnéstico. Maletz y cols. (1986),
recalcaron asimismo la importancia diagnéstica del cultivo de
tejidos y Workman y cols. (1985), definieron la agresividad
in vitro como factor de mal pronéstico. También a partir de
cultivos, Mc Keon y cols. (1986), encontraron en el sarcoma
de Ewing altos niveles de colina acetil transferasa, enzima

que interviene en la sintesis de acetilcolina, afirmando el
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caracter colinérgico de la neopléasia Y su origen
neuroectodérmico.

Otro de los sistemas que han influido en el desarrollo
de la Anatomia Patolégica ha sido la citogenética tumoral. En
el caso del sarcoma de Ewing ha sido descrita (Turc-Carel y
cols. 1984, Aurias y cols. 1984, Whang-Peng y cols. 1986) una
anomalia cromosémica especificé:> -la translocacién
(11:22)(g24;912), considerada actualmente como auténtico
marcador del sarcoma de Ewing (aungque se ha detectado
asimismo en el neuroepitelioma periférico, Whang-Peng y cols.
1986).

Pese a todos los avances descritos y la aplicacién de
nuevas técnicas al diagnéstico histopatolégico, la
histogénesis del sarcoma de Ewing continua todavia
mal aclarada y en via de discusién. Seguidamente sefialamos
las mé&s importantes teorias histogenéticas aceptadas en la

actualidad:

* Teoria vascular: defendida por J. Ewing (1921) en su

primera descripcién del tumor y apoyada por Takahashi y cols.
(1976), en base a estudios ultraestructurales, refiriendo a
la célula del sarcoma de Ewing como derivado transicional
desde pericito hasta célula musculo-vascular de la médula
6sea. También esta teoria fué defendida por Povysil vy
Matejovsky (1977), en base a estudios ultraestructurales y
histoquimicos. Esta posibilidad seria valida para>algunas
variantes atipicas del sarcoma de Ewing, como demstré con ME,

Llombart Bosch y cols. (1980). También, Roessner y cols.
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(1982), abogaron por un origen endotelial de 1la neoplasia
sustentandose en 1los hallazgos por inmunofluorescencia de
depbsitos intercelulares de coldgeno tipo IV y presencia de

células tumorales positivas al factor VIII.

* Teoria reticular: apoyada por Friedman y Hanaoka

(1971), sugiriendo la derivacién de la célula de Ewing, de
una célula reticular inmadura de la médula 6sea en base a

hallazgos ultraestructurales.

* Teoria mieloide: defendida por Kadin y Bensch (1971),

en estudios realizados en cultivo de tejidos.

* Teoria mesenquimal: es quizéd la teoria que mé&s apoyo

ha suscitado. Est& sustentada por Llombart Bosch y cols.
(1970,1972,1974,1978,1980,1982,&983,1986), en base a estudios
inmunohistoquimicos, 6pticos y ultraestructurales, definiendo
el origen del sarcoma de Ewing a partir de una célula
mesenquimal inmadura multipotencial con capacidad evolutiva
de diferenciacién fibrobléastica, histiocitica (e}
angiobléstica.

Esta teoria ha sido apoyada también por Miettinen y
cols. (1982) con la demostracién inmunohistoquimica de
filamentos de vimentina; Harvey y cols. (1982) y Dickman y
cols. (1982) con la demostracién de la produccién de col&geno

tipo I,III,IV.
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* Teoria neural o neuroectodérmica: aparece sustentada

poxr los estudios de Mierau (1985), Kawaguchi y Koike (1986),
Yunis (1986) demostrando NSE en las células del sarcoma de
Ewing; por Lipinski y cols. (1984,1985,1987), con la
demostracién de HNK-1l, marcador neurocectodérmico en dichas
células; por Perez Atayde y cols. (1985), con su estudio
ultraestructural de la presencia de‘granulds neurosecretores
y filamentos intermedios; por Cavazzana y cols. (1985,1987),
por sus estudios de induccién de la diferenciacién neural en
cultivos de sarcoma de Ewing;y por Mc Keon y cols. (1986)
demostrando altas tasas de enzimas colinérgicos en lineas de
sarcomas de Ewing. Recientemente Llombart y cols. (1986), han

demostrado, también, caracter neural en un grupo de Ewing

atipicos.

* Teoria blastémica: recientemente propuesta por Moll y

cols. (1987) en base a 1la demostracién de queratina,
vimentina, desmoplaquina, y neurofilamentos en las mismas
células de sarcoma de Ewing y proponiendo asi un origen de la
neoplasia a partir de una célula blastémica primitiva que
pudiera evolucionar hacia célula mesenquimal, epitelial o

neural respectivamente.
2.1.2.- NEURQOEPITELIOMA PERIFERICO:
Si en el caso del sarcoma de Ewing, es controvertida la

histogénesis, con numerosas teorias postuladas y con

resultados contradictorios segin los autores, en el caso del



neuroepitelioma periférico, existen auténticos problemas de
definicién Y nomenclatura, si bien es reconocida su
histogénesis y aceptada por la mayor parte de autores como un
tumor derivado de la cresta neural (Abell 'y cols. 1970,
Seemayer vy cols. 1975).

La primera descripcién de esta entidad, la realizé Stout
en 1918, en el caso de un tumor dé célulasrfedondas, formador
de rosetas y que dependia del nervio cubital, aunque
anteriormente en 1892, Garré habia definido un tumor de
naturaleza similar situado o dependiente de nervios
periféricos de la zona del muslo.

En 1926, Bayley y Cushing, 1lo definieron como una
neoplasia maligna de origen neuroectodérmico, a partir de las
células espongioblasticas, aunque el definitivo término de
neuroepitelioma periférico se debe a Penfield (1932).

A partir de entonces, esta entidad ha recibido numerosas
denominaciones tales como neur;blastoma periférico (Bolen y
Thorning 1980, Nesland y cols. 1985, Hashimoto y cols. 1983),
tumor neuroectodérmico periférico (Seemayer y cols. 1975,
Dehner 1986, Schmidt y cols. 1985), tumor neuroectodérmico
primitivo (Nesland y cols. 1985, Jaffé y cols. .1984),
neuroblastoma adulto (Mackay y cols. 1976), o neurocristoma
(Dehner 1986).

En general, los autores definen esta neoplasia como un
tumor primitivo, constituido por células redondas, de
localizacién periférica, que aparece a cualquier edad
(Enzinger y Weiss 1983), aunque mas frecuentemente en la

segunda década de la vida (Hashimoto 1y cols. 1983), que no
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siempre es posible demostrar su dependencia de un nervio, y
gque a diferencia del neuroblastoma no existe afectacidn
suprarrenal o ganglionar simpitica, no acompaiiandose tampoco,
por lo general, de niveles elevados de catecolaminas o de sus
metabolitos y ademds poseyendo un curso agresivo puede
producir metéstasis pulmonares y hepéticas (Dehner 1986).

Respecto a su localizacién,r los lﬁgarés mas frecuentes
de afectacién son el tronco y 1las extremidades inferiores
(Hashimoto y cols. 1983). Su frecuencia es relativamente
baja, asi Hadju (1979), describidé 31 casos de neurocepitelioma
preiférico en una revisién de 2.489 sarcomas de partes
blandas (1’1%).

Morfolébégicamente y a nivel de microscopia ©&ptica, es un
tumor que generalmente crece adoptando un patrén lobular
(Jaffé y cols. 1984), constituido por células redondas de
pequefio tamafno, nucleo hipercromico con nucleolo evidente y
escaso citoplésma. El indice miéético suele ser elevado.

Con 1la técnica del PAS, se demuestra glucégeno
intracelular (Schmidt y cols. 1985) en la mayoria de los
casos, aunque Jaffé y cols. (1984) encontraron una
positividad al PAS inferior al 1% de la poblacién celular.

Un criterio histolégico fijo en todas las descripciones,
es la presencia m&s o menos abundante de rosetas tipo Homer-
Wright (Jaffé y cols. 1984, Hashimoto y cols 1983, Schmidt y
cols. 1985, Seemayer y cols. 1975, Bolen y Thorning 1980,
Nesland Y cols. 1985), constituidas por agrupaciones
concéntricas de células con un material fibrilar central.

A nivel ultraestructural, 1los criterios también estan
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mads o menos definidos por la mayoria de autores: s& trata de
tumores, cuyas células presentan un niicleo ovoide o elongado
con cromatina grumosa,y nucleolo prominente. El citoplasma
presehta mayor cantidad de orgédnulos que el sarctoma de Ewing,
con ribosomas, mitocondrias, y RER.

Mackay y cols. (1976), fueron los primeros en describir
la presencia de gré&nulos densos rodéados de membrana, de 50-
200 nm, tipicamente de caracter neurosecretor. Actualmente
casi todos los autores coinciden con su presencia en mayor o
menor medida (Jaffé y cols. 1984, Schmidt y cols. 1985,
Dehner 1986, Voss y cols. 1984).

Otra caracteristica ultraestructural descrita, es la
existencia de microtibulos, filamentos intermedios, glucégeno
en cantidad relativa y proyecciones de caracter dendritico.
Todas estas caracteristicas son similares a los primarios
signos ultraestructurales del neuroblastoma, aunque en el
caso del neuroepitelioma beriférico son mucho menos
prominentes (Jaffé y cols. 1984). También se han visto
ultraestructuralmente fragmentos de lé&mina basal (Nesland y
cols. 1985).

Inmunohistoquimicamente, estos tumores, reaccionan con
marcada positividad frente a la Enolasa neuronal especifica
(Jaffé y cols. 1984, Hashimoto y cols. 1983, Nesland y cols.
1985) y a otro marcador neural como la proteina S-100
(Hashimoto y cols. 1983). En un reciente estudio (Cavazzana y
cols. 1987), nosotros mismos hemos comprobado tales
resultados, a los que afiadimos la expresién de filamentos

intermedios tipo vimentina y ocasionalmente queratina, la
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presencia de P2 microglobulina ( constantemente negativo en
neuroblastoma), y la reactividad en un 20% de los casos
frente a HNK-1, marcador neurocectodérmico (Lipinski y cols.
1984,1986,1987, Llombart Bosch y cols. 1986).-

Ademds, Donner y cols. (1985), en un estudio con
anticqerpos monoclonales, compararon el sarcoma de Ewing y el
neuroepitelioma que reaccionan positi&amente al HLA-ABC y B2
microglobulina, hecho que los diferencia del cléasico
neuroblastoma negativo frente a estos marcadores.

Respecto a la wutilizacién del cultivo de tejidos en
estos tumores, ya Stout y Murray (1942) ponian especial
énfasis, al considerar que el verdadero origen
neuroepitelial podia establecerse in vitro, con el
crecimiento celular y la aparicién de proyecciones de
caracter neuritico. Sin embargo, Jaffé y cols. (1984)
llegaron a cultivar con éxito 3 de 1los 4 tumores que
estudiaron, y en su analisi; no sefnalan el crecimiento
espontédneo de neuritas, apareciendo las mismas, s6lo cuando
utilizaron medio desprovisto de suero. Asimismo, observaron
una clara positividad de las células tumorales a la Enolasa
neuronal especifica, pero tanto la fluorescencia de
catecolaminas como el intento de maduracién y diferenciacién
con dibutiril AMP ciclico dieron resultados negativos.

También, a partir de cultivos de tejido, se han
efectuado técnicas bioquimicas de determinacién enzimdtica.
Asi, Mc Keon y cols. (1986), demostraron altos niveles de
colina acetil transferasa (enzima que interviene en 1la

sintesis de acetil colina), sugiriendo asi 1la naturaleza
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colinérgica de la neoplasia y su adscripcién a los tumores
del sistema nervioso parasimpdtico. Esto difiere del anélisis
efectuado en neuroblastomas, caracterizados por altos niveles
de enzimas importantes en la sintesis de catecolaminas y por
niveles normales de colina acetil transferasa. En el mismo
trabajo, Mc Keon y cols., describieron altos niveles de dicho
enzima en las lineas de sarcoma de Ewing, equiparando a dicho
tumor con el neuroepitelioma Yy afirmando su origen
neuroectodérmico.

Por otra parte, también se han efectuado estudios
citogenéticos en el neurocepitelioma periférico. Asi, Whang-
Peng y cols. (1984), demostraron en dos casos la presencia de
un marcador comin, como es la t(11;22)(q24;q12), también
comunicada por la misma autora y ademéds por Turc-Carel y
cols. (1984) y Aurias y cols. (1984) en sarcomas de Ewing.

Finalmente, queremos efectuar algunos comentarios dentro
de este mismo apartado de ﬁeuroepiteliomas referido al
llamado tumor maligno de células pequefias de la infancia de
la regién toracopulmonar, también denominado tumor de Askin,
porque fué dicho autor quien 1lo describié en 1979, en un
estudio de 20 casos, en donde encuentra una edad media de
afectacién a los 14 afios (Lieberman 1981, describe también
esta neoplasia en adultos), y un predominio en sexo femenino
(75%).

El patrén histolégico de esta neoplasia es totalmente
indistinguible del neuroepitelioma periférico, células
redondas, creciendo con un patrén lobular y formando rosetas

imperfectas. También la ultraestructura es similar, con
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granulos de neurosecrecién, procesos citoplésmicos y
microtibulos.

Askin propuso un origen neuroectodérmico de la neoplasia
y sefialé un diagnéstico diferencial frente 4l sarcoma de
Ewing y al clasico neuroblastoma. Este origen neural es
también aceptado por Gonzalez Crussi y cols. (1984), quienes
deséribieron los mismos‘ patrones ultraestructurales e
histolégicos.

También, Linnoila y cols. (1986), han realizado un
estudio detallado de 15 casos, demostrando la presencia de
Enolasa neural especifica y concluyendo que es una variante
de neuroepitelioma periférico, opinién que actualmente es
aceptada por buen nimero de autores (Triche y cols. 1986,

Yunis 1986).
2.1.3.- NEUROBLASTOMA:

El neuroblastoma, si excluimos los tumores del SNC, es
el ml&s comin de los tumores s6lidos de 1la infancia y
constituye el prototipo, en sus formas mé&s indiferenciadas de
tumor de células pequeiias redondas (Triche y Askin 1983).

La mayor parte de neuroblastomas, son diagnosticados
antes de 1los 5 afios de vida y 1la mitad aproximadamente en
nifos menores de 2 anos. En cuanto al sexo, la incidencia es
ligeramente superior en varones.

La localizacién més frecuente es a nivel abdominal, con
tumores iniciados en 1la médula suprarrenal (40% de los

casos), ganglios simpAticos paraespinales (25%). En un 15% de
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los casos, puede existir localizacién mediastinica y en un 5%
y un 3% de los casos, se diagnostican a nivel pélvico o
ganglionar cervical (Seeger y cols. 1982).

Peculiarmente los neuroblastomas son’. tumores de
crecimiento ré&pido con diseminacién y metdstasis ,en la
cortical de los huesos largos, asi como en los ganglios
linfaticos regionales, higado, médﬁlé 6sea y tejido celular
subcutédneo (Fernbach y cols. 1977).

Clinicamente, para el diagnéstico del neuroblastoma, es
fundamental el estadiaje de la neoplasia. Para ello se
utiliza el protocolo de Evans y cols. (1976) que consideran
estadios I y II a los tumores localizados, III a la extensién
regional y IV a la_ diseminacién metasté&tica. Existe un
estadio especial, 1IV-S que supone el diagnéstico de un
neuroblastoma, en un nifio menor de un afio de edad, con
enfermedad metastética en piel, higado o médula 6sea pero sin
evidencia radiologica de afectaéién 6sea. Este estadiaje es
fundamental para la terapeutica y es el principal factor
pronéstico (Kajanti y Holsti 1986).

~También la edad es un factor pronéstico, siendo
favorables aquellos casos diagnosticados antes del primer afo
de vida (Triche y Askin 1983).

Otro de 1los parémetros clinicos importantes en el
estudio de 1los neuroblastomas, es el ser neoplasias con
capacidad de producir y segregar catecolaminas. Fueron Mason
y cols. en 1957, quienes primero demostraron la secrecién de
adrenalina por el neuroblastoma. Desde entonces se ha

convertido en una practica rutinaria la deteccién de
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catecolaminas o sus metabolitos tanto en orina conl =i suero,
siendo importante factor tanto diagnéstico como prondstico
(Romansky y cols. 1978). Sin embargo, muchos de 1los casos de
neuroblastoma indiferenciado no se acompafnan de
determinaciones sericas o urinarias elevadas de catabolitos
de catecolaminas y son estos casos 1los que plantean més
serios problemas de diagnéstico diferéncial dentro del campo
de los tumores de células redondas (Triche y Askin 1983).
También, una de las caracteristicas méAs sobresalientes del
neuroblastoma, es 1la capacidad de madurar diferenciandose o
incluso involucionar esponté&neamente o bajo terapia (Jaffe
1976).

El neuroblastoma, fué inicialmente descrito como entidad
anatomoclinica por Wright en 1910 y su origen como derivado
de ia cresta neural es aceptado por la mayor parte de autores
(Seemayer y cols. 1975). Es un tumor que esté@ compuesto por
precursores de células ganglionares en diversos estadios
madurativos, de modo que existen formas muy inmaduras con
apenas signos de diferenciacién neural, dificiles de
distinguir de los demds tumores de células redondas y formas
mas maduras con aparicién de células ganglionares en mayor o
menor medida tipificando las entidades conocidas como
ganglioneuroblastoma y ganglioneuroma (Triche y Askin 1983).

Histolégicamente, es un tumor cuyas células se disponen
en cordones separados por tractos fibrovasculares con
frecuentes &reas de necrosis y hemorragia. Son células
redondas de pequefio tamafio, nucleo redondeado hipercrémico

con escaso nimero de mitosis. Dos signos histolégicos
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tipicos, son la formacién de rosetas, constituiaas por
agrupaciones concentricas de células, polarizadas hacia un
drea central, rica en material fibrilar, asi como la
presencia dé dicho material fibrilar a nivel intercelular.

La primera descripcién de la ultraestructura del
neuroblastoma, se debié a Misugi y cols. (1967), quienes ya
proporcionaban una serie de criterios y signos diagnésticos.
Con ME, se observd como se trata de células que presentan un
nicleo muy regular, con cromatina ordenadamente distribuida y
un nucleolo prominente. El citoplasma contiene RER vy
numerosos polirribosomas. El signo mé&s caracteristico, es la
presencia a nivel citoplédsmico de grénulos densos de 50-200
nm, rodeados de membrana (gré&nulo neurosecretor), visto tanto
en los neuroblastomas, como también en otros tumores neurales
(Triche y Askin 1983, Romansky y cols. 1978). Dichos grénulos
neurosecretores, aparecen localizados periféricamente, sobre
todo en prolongaciones de .las células que semejan a
primitivos procesos neurales. Estos grénulos se distinguen de
los lisosomas, 1los cuales tienen una ubicacién més central,
siendo vecinos al aparato de Golgi y mé&s pleomérficos en
cuanto a tamafio y a forma.

Otro signo tipico, que conlleva cierto grado de
diferenciacién, es la presencia de nidos epiteliales con
células, con procesos de tipo neural en su centro. También es
destacable la marcada irregularidad de la superficie celular,
con una aposicién de las membranas entre las células vecinas,
no dejando apenas material extracelular visible.

También se diferencian uniones intercelulares
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irregulares, asimétricas Yy gque semejan los contactos
sindpticos entre las células neurales (Luse 1964).

Otra caracteristica, es la presencia de glucégeno
citoplasmdtico en muchos de 1los casos de ‘neuroblastoma
(Triche y Ross 1978, Yunis y cols. 1979), factor importante y
que demuestra la poca validez de su presencia para realizar
el diagnéstico diferencial con otros tumores de células
redondas como por ejemplo el sarcoma de Ewing.

En el estudio inmunohistogquimico del neuroblastoma,
destaca la presencia del marcador neural conocido como el
isocenzima gamma-gamma del enzima glucolitico enolasa, en las
células de dicho tumor (Herschman y cols. 1973). Este estudio
que se realizd in vitro, sirvidé de base para la demostracidn
de la Enolasa neural especifica a nivel de secciones
histolégicas. También, Tsokos y cols. (1984) y Jaffe y Yunis
(1983) demostraron positividad a la Enolasa neuronal
especifica (NSE) en todos ios casos de neuroblastomas
estudiados y compararon estos resultados con la ausencia de
dicho marcador en otros tumores de células redondas, por lo
que la determinacién de NSE puede ser, segin dichos autores,
esencial en el diagnéstico diferencial de este grupo de
neoplasias.

Por otra parte, Osborn y <cols. (1986), demostraron
positividad a la NSE no solo en neuroblastomas sino también
en dos rabdomiosarcomas, cuestionando asi, la validez del uso
de la NSE como marcador diferencial de los tumores de células
redondas. Nosotros mismos (Llombart Bosch y cols. 1986,

Cavazzana y cols. 1987), hemos descrito la presencia de NSE
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también en neuroepitelir—= -=2-iférico e incluso en muchos
casos de sarcoma de Ewing.

Osborn y cols. (1986), también concedieron especial
importancia a la demostracidn inmunohistoquimica de 1la
tripleta de neurofilamentos usando anticuerpos monoclonales,
demostrando 1la reactividad del neuroblastoma a dichos
anticuerpos, pero sélo utilizando secciones porAcongelacién Y
no material fijado con alcohol-formol e incluiido en parafina.

Donner y cols. (1985), han utilizado un extenso panel de
anticuerpos monoclonales, estableciendo el diferente patrén
de reactividad del neuroblastoma frente al neuroepitelioma
periférico, sarcoma de Ewing y rabdomiosarcoma. Asi,
demostraron la positividad del neuroblastoma al HSAN 1,2,
mientras el resto de tumores de cé&€lulas redondas expresaban
HLA-ABC Y B2 microglobulina, no presentes en el
neuroblastoma.

Otra técnica utilizada en el diagnéstico del
neuroblastoma, es la auto-fluorescencia presente en las
células productoras de catecolaminas cuando son expuestas a
vapores de formaldehido (Falck y cols. 1962). Debido a sus
dificultades técnicas, otro método més reciente ha sido
utilizado para demostrar dicha fluorescencia, con el &cido
glioxilico (Lindvall vy cols. 1973). El valor de este método,
se basa en aprovechar este fendémeno, gque no se d& en otros
tumores de células redondas, siendo muy dtil en el
diagn6stico diferencial (Reynolds y <cols. 1981, Triche y
Askin 1983).

El método de <cultivo de tejidos es también de gran
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importancia para la tipificacién del neuroblastoma. Murray y
Stout (1947) fueron ya los primeros en describir las
caracteristicas de 1las células del neuroblastoma cultivadas
in vitro, demostrando la aparicién ae neuritas y confirmando
el caracter neural de la neoplasia. También Reynolds (1981),

ha descrito recientemente, este signo como tipico de los

neuroblastomas, no presente en otras neoplasias de células

redondas. Desafortunadamente, este signo no aparece en todos
los neuroblastomas cultivados in vitro (Triche y Askin 1983).

También Triche y Askin (1983), concedieron cierto valor
a la disposicién de las células del tumor en acimulos de
aspecto epitelioideo, fendémeno que no est&d presente en los
demds tumores que configuran el espectro de sarcomas de
células redondas.

A partir de cultivos, se ha realizado también,
determinaciones bioquimicas, como la demostracién de enzimas
tipicamente adrenérgicas (firosin hidroxilasa), como
demostraron Mc Keon y cols. (1986) en comparacién con los
altos valores de enzimas colinérgicos detectados en el
neuroepitelioma periférico y el sarcoma de Ewing (Triche y
cols. 1986).

Finalmente, refiriendonos a los estudios citogénétiéos,
también el neuroblastoma posee marcadores caracteristicos,
siendo universal 1la alteracién del cromosoma 1, con una
férmula del(1l)(p32p36), como constataron Gilbert (1984) y
Sandberg y Turc-Carel (1987). También se han descrito HRS en
el cromosoma 1 y dobles minutes extracromosémicos (Triche y

~cols. 1986). Estas alteraciones cromosémicas, contrastan con
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la traslocacién (11;22) comunicada en el sarcoma de Ewing
(Turc-Carel y cols. 1984, Aurias y cols. 1984, Whang-Peng y
cols. 1986) vy en el neuroepitelioma periférico (Whang-Peng y
cols. 1984), poseyendo por tanto valor en su diagnéstico

diferencial.

2.1.4.- RABDOMIOSARCOMA:

La primera descripcién de esta neoplésia como entidad
propia fué en 1946. En dicho afio, Stout, recogié 14 casos de
rabdomiosarcoma y los definié con criterios histolégicos
evidentes. Dicho autor observé Gnicamente esta neoplésia en
adultos, configurando el llamado rabdomiosarcoma pleomdrfico.

Stobbe y Dargeon, ‘en 1950 describieron el
rabdomiosarcoma en nifios y adolescentes y fué el primer
reporte de rabdomiosarcoma embrionario.

Por su parte, Riopelle y Tﬁeriault describieron en 1956,
la variedad alveolar del rabdomiosarcoma, como entidad de
caracteristicas propias, siendo ademés la de peor pronéstico
clinico (Gonzalez Crussi y Black-Schaffer 1979, Shimada y
cols. 1987). E1 primer caso comunicado en Espafia de esta
variante tumoral fué efectuada por Llombart Bosch en 1962.

Son tres tipos b&sicos de rabdomiosarcomas los adn
reconocidos hoy (Triche y <cols. 1986). La variedad més
frecuente, es la conocida como rabdomiosarcoma embrionario
(Maurer y cols. 1978).

Actualmente el "Rhabdomyosarcoma Intergroup Study",

reconoce otra variedad de rabdomiosarcoma indeferenciado tipo
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I o de células pequefias, o tipo II de células grandes (Maurer
y cols. 1978).

La histologia del rabdomiosarcoma embrionario, se
caracteriza por _ser un tumor de células primitivas, con

aisladas células mostrando diferenciacién miobl&stica con

estriacién transversal.

' La ultraestructura de estos tumores es también un

reflejo de la morfologia optica, predominando células
fusiformes sin signos mioblé&sticos con REr abundante, junto
con aislados mioblastos con ocasionales im&genes de
estriacién en filamentos de actina y miosina (Triche y cols.
1986). .

El rabdomiosarcoma alveolar, recibié esta denominacién
por Riopelle y Theriault (1956), debido a la imagen
histolégica constituida por células grandes tapizando septos
fibrosos, configurando wuna imagen similar al del alveolo
pulmonar. Se describieron céluias gigantes multinucleadas y
células mononucleares de «citoplédsma acidéfilo debido a su
contenido en miofilamentos.

La imagen ultraestructural més sobresaliente es 1la
demostracién de estas estriaciones filamentosas en el
citoplasma celular (Triche y cols. 1986).

El rabdomiosarcoma plebmérfico, es‘muy poco frecuente en
nifios, tal como lo describié Stout (1946), y se caracteriza
histolégica y ultraestructuralmente por largas células
expresando miofilamentos en su citoplésma.

La variedad indiferenciada (Maurer 'y «cols. 1978)

constituye aproximadamente una cuarta parte de los
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rabdomiosarcomas (Gonzalez Crussi y Black-Schaffer 1979). Se
describieron el tipo I, de células grandes, muy parecido al
rabdomiosarcoma embrionario pero cuyas células demuestran
ausencia de diferehciacién miobléstica (Triche y cols. 1986).
El otro grupo (tipo 1II), estaria compuesto .por células
pequenias, redondas, planteandose un serio problema de
diagnéstico diferencial con :el rsarcbma de Ewing del hueso
(Triche y cols. 1986). La diferencia méAs sustancial con el
sarcoma de Ewing, es la presencia de fibras de colageno
intracitoplé&smicas, muy poco apreciables en el sarcoma de
Ewing (Triche y cols. 1986). Este mismo autor, propuso que
esta tumoracién correspondia a las A&reas s6lidas de un
rabdomiosarcoma alveolar.

El diagnéstico de rabdomiosarcoma se basa pues, en la
morfologia O&ptica (preéencia de estriaciones),y en la
ultraestructura (bandas 2, filamentos de actina y miosina).

Distintas tinciones hist;quimicas han sido empleadas
también para demostrar la; presencia de filamentos, como el
PTAH, la demostracién de A&Pasa o la presencia de actividad
de la nicotinamida-adenina-dinucleotido—tetrazolio reductasa,
aunque bastante inespecificas y de relativo valor (Triche y
cols. 1986).

La aportacién de 1la inmunohistoquimica al diagnéstico
del rabdomiosarcoma ha sido fundamental, sobretodo en los
casos en que la morfologia O6ptica y ultraestructural no
consigue demostrar la diferenciacidn musculér de la
neoplésia.

Asi, Tsokos y cols. (1983,1986), destacaron el valor de
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la demostracién de desmina, wicgaoiina, CKMM y CKBB en las
células tumorales, y su importancia en el diagnéstico
diferencial con los sarcomas de cé&lulas redondas. De la misma
opinién son Eusebi y cols. (1986) y Ceccarelli vy cols.
(1986), poniendo énfasis en la demostracién de la cadena
pesada de miosina fetal, incluso en aquellos rabdomiosarcomas
de nula diferenciacién miobléstica. "

También el cultivo de tejidos a corto término tiene
cierto valor diagnéstico en el c;so del rabdomiosarcoma como
demostraron Cavazzana y cols. (1987) con la presencia de un
caso problem&tico de diagnéstico, que con la ultraestructura
original no presentaba ningun signo de diferenciacién y que
sin embargo in vitro demostré 1la presencia de células
gigantes con clasicas bandas Z; |

Respecto a 1la importancia de la citogenética, ha sido
descrito un marcador en los rabdomiosarcomas consistente en
la traslocacién (2;13)(q37;q1h), presente en la variedad
alveolar (Sandberg y Turc-Carel 1987). También nosotros hemos
observado un marcador comin en 5 lineas de rabdomiosarcomas
analizadas, presente siempre en el cromosoma 1 (Cavazzana y

cols 1987).
2.1.5.- OSTEOSARCOMA MICROCELULAR:

En 1979, Sim y cols, describieron el osteosarcoma
microcelular, cémo una entidad anatomoclinica propia y
considerada como una variedad poco frecuente del sarcoma

osteogénico. Dichos autores, realizaron un estudio sobre
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1.000 casos de saréoma osteogénico y encontrarcn z+ casos de
tumor 6seo que presentaban tanto clinica como
morfologicamente patrones similares al sarcoma de Ewing. Es
por tanto bastante baja su incidencia.

En su descripcién de los casos, Sim, reveld no existir
diferencias en cuanto a sexos;la edad media de aparicién era
de 28 afios y la localizacién més frecuente, la met&fisis
femoral.

Las caracteristicas histolégicas de la tumoracién
consistian en islotes de células redondas pequeilas, separadas
por tejido fibroso denso. El nucleo era redondeado u oval,
con cromatina dispersa y nucleolo poco evidente. El
citoplasma escaso y sus bordes mal definidos. El indice
mitético era poco elevado y la necrosis infrecuente. Existia
abundante vascularizacién reactiva. Esta descripcién
histolégica es similar a 1la del sarcoma de Ewing. La
diferencia morfolégica més impo;tante en cuanto a diagnéstico
diferencial es la presencia de osteoide neoplésico (Sim y
cols. 1979, Triche y cols. 1986) y en ocasiones de material
condral (Martin y cols. 1982).

En cuanto al valor histoquimico de 1la deteccién de
glucégeno, Sim y cols. (1979) no encontraron PAS positividad
en ninguno de sus casos, sin embargo, Martin vy cols. (1982)
si demostraron algunos casos PAS positivos.

El estudio ultraestructurai de esta neoplésia, revela
dos signos claramente diferenciales con el sarcoma de Ewing,
que son la presencia de abundantes cisternas paralelas de REr

en el citoplésma celular y asimismo la evidencia de grandes
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acimulos de material intracelular constituidos por mairiz
coladgena (Triche y cols. 1986).

Inmunohistoquimicamente, se ha sefialado reactividad
antigénicé frente a 1la vimentina y HLA-DR y algunos casos
frente al monoclonal Leu M2, caracteristicas de la serie

macrofadgica (Loning y cols. 1985). Dichos resultados fueron

similares a los obtenidos con sarcoma de Ewing por los mismos’

autores.
El pronéstico de estos tumores, es peor que el de los
osteosarcomas clésicos y el tratamiento debe ser quirurgico

con asociacién quimioterdpica (Sim y cols. 1979).

2.2.- ESTUDIO DEL CITOESQUELETO Y FILAMENTOS INTERMEDIOS.

Se denomina filamentos intermedios, a un grupo de
proteinas que configuran el c;toesqueleto de los animales
vertebrados (Lazarides 1980). Su definicién como elementos
intermedios, se debe a su tamafio (8-10 nm), situado entre el

de los microtibulos (25 nm) y el de los microfilamentos (57

nm) (Steinert 1984).

Las proteinas que comprenden los asi llamados filamentos-

intermedios varian entre 40.000 a 200.000 daltons de peso
molecular. Su funcién biolégica primordial es estabilizar la
morfologia tridimensional de las células de cualquier tejido.

Han sido definidos cinco tipos de filamentos intermedios
(Lazarides 1980): queratina, " vimentina, desmina,

neurofilamentos y gliofilamentos.
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2.2.1.- QUERATINA:

La queratina, es el filamento caracteristico de las
células epiteliales. Se han descrito 19 diferentes
subunidades en tejidos epiteliales humanos, cuyos pesos
moleculares oscilan entre 40.000 y 70.000. Las subunidades
que cdmponen la familia de la queratina pueden ser &cidas o
badsicas. Los epitelios ductales expresan queratina A&cida de
46 kD y bésica de 56 kD; el epitelio basal de la epidérmis
expresa queratina &cida de 46,50, y 52 kD y bésica de 56 y 58
kD. Por su parte, las células epidérmicas de estratos més
superficiales expresan una queratina &cida de 56’5 kD y una
basica de 67 kD (Steinert 1984).

La obtencién de anticuerpos monoclonales frente a estos
distintos tipos de queratina y su aplicacién al diagnostico
histopatolégico mediante técn;cas de inmunohistoquimia ha
sido resaltado por numerosos autores (Gabbiani y cols. 1981,
Debus y cols. 1982, Osborn y Weber 1983, Miettinen y cols.
1984,1985,1986). Asi, dichos autores proponen la
determinacién de queratina, usando anticuerpos monoclonales,
marcador de los tumores de naturaleza epitelial (carcinomas),
independientemente de su gré&o de diferenciacién._También ha
sido descrita la utilidad diagnéstica de 1la determinacién de
queratina en tumores neuroendocrinos del tracto
gastrointestinal (Miettinen y cols. 1985), en tumores de los
plexos coroides  (Miettinen vy colél 1986), en sarcomas

sinoviales (Miettinen y cols. 1984) etc..
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Existen pocos trzizl:i: 2zerxca de la presencia de
queratina en sarcomas de células redondas, motivo de este
estudio. Recientemente, Moll y cols. (1987), han demostrado
la presencia de queratina en sarcoma de Ewing usando
electroforesis bidimensional e inmunofluorescencia. También,
Cavazzana Y cols.(1987), han detectado
inmunohistoquimicamente en material incluido en parafina, la
ocasional presencia de células positivas a la queratina en

aislados casos de sarcoma de Ewing Yy neuroepitelioma

periférico.
2.2.2.- VIMENTINA:

La vimentina, es un filamento intermedio tipificado por
una proteina de 52.000 dalton de peso molecular, aislada por
primera vez a partir de fibroblastos de pollo (Lazarides
1980). Caracteristicamente, es el filamento intermedio tipico
de las células de origen mesenquimal, (endotelio, linfocitos,
fibroblastos, condrocitos, células musculares, vasculares,
etc.,), (Osborn y cols. 1984). También ha sido descrita su
presencia en células de Langerhans de la epidermis,
melandcitos, células de Sertoli, células de la granulosa del
ovario (Miettinen y cols. 1984). También se ha wvisto
coexpresidn de vimentina Y desmina en células
musculovasculares vy coexpresiébn de vimentina con GFAP
(proteina gliofibrilar dcida) en células ependimales vy
gliales.

La deteccidn de vimentina por técnicas
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inmunohistoquimicas Yy ol ws_-lzzcién al diagnéstico
histopatolédgico, tiene impcrtancia sobre todo en la
tipificacién de los tumores de origen mesenquimal (sarcomas)
y linfomas (Osborn y Weber 1983, Gabbiani y cols. 1981).

En el grupo de los sarcomas de células redondaé, la
vimentina es un marcador de presencia constante en sarcomas
de Ewing (Cavazzana y cols. 1987, Moll y cols. 1987, Osborn y
Web er 1983, Llombart Bosch vy cols. 1986, Miettinen y cols.
1982), rabdomiosarcomas, coexpresado junto con desmina
(Gabbiani Y cols. 1981), neuroepitelioma periférico
(Cavazzana y cols. 1987), 1linfomas (Osborn y Web er 1983),
osteosarcoma microcelular (L&éning y cols. 1985), etc., y por

tanto, su valor como marcador en el diagnéstico diferencial

es escaso.
2.2.3.- DESMINA:

La desmina, es el filamento intermedio caracteristico
de las células musculares lisas, estriadas, vy cardiacas. Es
una proteina &cida de 53 Kdalton, constituida por dos
variedades isceléctricas que difieren s6lo en su grado de
fosforilacién (Steinert y cols. 1984). Su localizacién en la
célula muscular es a nivel de la linea Z, con lo que su
misién consistiria en la regulacién y union de las
miofibrillas adyacentes a la linea 2, esencial para la
contraccidén muscular (Steinert y cols. 1984).

Otras localizaciones m&s atipicas de la desmina han sido

descritas por Miettinen y cols. 1984, quienes describieron su
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presencia no sélo en células musculares, sino tambien en las
células de Purkinje del cerebelo y en células mesangiales del
glomérulo renal, asi como su ausencia en algun tipo
especifico de célula muscular de los vasos, como la porcidn
elédstica de la aorta.

La aplicacién de anticuerpos obtenidos frente a la
desmina en el diagnéstico histopafélégiCO tiene importancia,
en el caso de tipificar tumores de naturaleza muscular tanto
benignos, como los leiomiomas, como maiignos (leiomiosarcomas
y rabdomiosarcomas), (Osborn y Weber 1983, Gabbiani y cols.
1981, Miettinen y cols. 1984).

La determinacién inmunochistolédgica de desmina, es una
practica habitual en el diagnéstico diferencial de los
sarcomas de células redondas, como marcador tumoral de los
rabdomiosarcomas (incluso los m&s indiferenciados), y sﬁ
ausencia en otros tumores como neuroblastoma,
neuroepitelioma, sarcoma de Ew;ng o linfomas (Tsokos y cols.

1986, Eusebi y cols. 1986).

2.2.4.- NEUROFILAMENTOS:

Los neurofilamentos, consisten en una tripleta de
proteinas de 200, 160 y 68 Kdalton, y caracterizan a las
neuronas del SNC y SNP. También han sido reconocidos en
células cromafines, (Bader y cols. 1984). Una de las
caracteristicas mé&s notables de los neurofilamentos, es su
marcada susceptibilidad a 1la proteoliiis en presencia de

iones Ca++, (Lazarides 1980). Su misién seria establecer la
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morfologia tridimensional de las células nerviosas y sus
axones, ejerciendo una funcién primordial en 1la transmisidn
de los impulsos nerviosos (Lazarides 1980).

La determinacién inmunohistolégica mediante anticuerpos
frente a cualquiera de 1las subunidades proteinicas de los
neurofilamentos, tiene importancia en el diagnéstico de
determinadas neoplasias, como neuroblastomas (Osborn y cols.
1986), meduloblastoma (Trojanowski 1987), feocromocitomas
(Trojanowski y cols. 1984, Miettinen y cols. 1985), e
insulinomas (Miettinen y cols. 1985).

El valor diagnéstico de la determinacidn de
neurofilamentos, en el caso de los sarcomas de células
redondas, es importante para descartar linfomas Yy
rabdomiosarcomas. Recientemente  Moll y cols. (1987),
describieron su presencia en sarcoma de Ewing y Cavazzana y
cols. (1987) confirmaron dicha presencia en sarcoma de Ewing

y neuroepitelioma periférico.

2.2.5.~ GLIOFILAMENTOS:

Los gliofilamentos, son el dltimo tipo de filamento
intermedio, caracteristicos de células gliales y ependimarias
(Steinert y cols. 1984). Consisten en una proteina glial
fibrilar acida de 51 Kdalton, - (Lazarides 1980).

La presencia de 1la proteina gliofibrilar 4&cida, es
caracteristica de los astrocitos normales y reactivos, asi
como de los tanicitos ependimarios (Miettinen vy cols. 1984),

sin embargo, destaca su ausencia en células de
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oligodendroglia (Miettinen y cols. 1984).

La determinacién inmunohistoquimica de la proteina
gliofibrilar acida (GFAP), tiene importancia en el
diagnéstico de 1los astrocitomas (Osborn y Weber 1983,
Trojanowski y cols. 1984, Cerdd Nicolas vy cols. 1985) y
ependimomas (Miettinen y cols. 1984,1986). La presencia de
GFAP en meduloblastomas es controvertida y las aisladas
células positivas observadas en dichos tumores parecen ser
astrocitos atrapados en el interior de 1la neoplasia
(Miettinen y cols. 1984).

Su valor diagnéstico en los sarcomas de células
redondas, permanece interrogante, aunque no se ha demostrado

su presencia en ninguno de los tumores que forman este grupo.

2.3.- MARCADORES DE ESPECIFICIDAD NEURAL.

En este trabajo hemos intentado, ademas de la
demostracién de filamentos intermedios en tumores de células
redondas, tipificar estos tumores en base a la expresién o
produccién de otros antigenos que poseen un caracter neural,

como es el caso del HNK-1 y de la cromogranina.
2.3.1.- HNK-1l:

El anticuerpo monoclonal HNK-1, detecta el antigeno Leu

7, expresado por una subpoblacién sanguinea de -



aproximadamente 15% de linfocitos que componen el grupo de
"natural killer" y "killer cells", (Lipinski y cols. 1983).

HNK-1 ha sido detectado en las células periféricas de
los centros germinaleg en los ganglios linféticos (Caillaud y
cols. 1984) y en la médula 6sea, donde las células HNK-1
positivas, constituyen el 0’'2-1'2% de las células nucleadas
totales, (LipinSki y'cols. 1983)§

Este anticuerpo monoclonal ha sido también detectado, en
organos no hematopoyéticos de nuestra economia, como el
tiroides y la préstata (Perez Bacete y Llombart Bosch 1986),
células cromafines (Lipinski y cols. 1983), neurcnas, glia
(Adelman y cols. 1985), etc..

La importancia de la deteccién inmunohistoquimica de
HNK-1 en el diagnéstico histopatolégico, es su presencia en
tumores de naturaleza neurocectodérmica (Lipinski y cols.
1983, Caillaud y cols. 1984), donde HNK-1 reconoce un
glicolipido presente en las céiulas tumorales, (Lipinski y
cols. 1987). HNK-1 ha sido detectado en numerosos casos de
tumores del SNC (Parentes y Rubinstein 1986), carcinoma
medular de tiroides, feocromocitoma ' insulihoma,
estesioneuroblastoma (Adelman y cols. 1985).

Dentro del grupo de tumores de células redondas, HNK-1
ha sido observado en neuroblastomas (Lipinski y cols. 1983) y
en sarcoma de Ewing tanto "in vitro" (Lipinski y cols. 1983),
como en material incluido en parafina (Caillaud y cols. 1984,
Llombart Bosch y cols. 1986, Cavazzana y cols. 1987,

Kawaguchi y Koike 1986).
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2.3.2.- CROMOGRANINA:

El término de cromogranina, comprende un grupo de
polipéptidos &cidos de varios tamafios, que forman la mayoi
proporcién de proteinas solubles detectadas en la médula
suprarrenal (Wilson y Lloyd 1984).

Han sido descritos tres- tipés de cromogranina: la
cromogranina tipo A, obtenida a partir de la médula
suprarrenal humana, la cromogranina tipo B, obtenida a partir
de médula suprarrenal bovina, y la cromogranina tipo C
detectada en la hipéfisis, (Angeletti 1986).

De los tres tipos, la mé&s importante es la cromogranina
A, constituida por una proteina &cida de 68.000 daltons de
peso molecular (O'Connor y Deftos 1986). Esta proteina esta
relacionada con el almacenamiento y 1la liberacién de
catecolaminas (Lloyd y cols. 1986), y otras hormonas Yy ha
sido detectada por inmunoelectrénhistoquimica en los grénulos
neurosecretores de los organos neuroendocrinos (Wilson y
Lloyd 1984), aunque también ha sido detectada su presencia en
organos del sistema inmunitério, como el bazo, timo, ganglios
linféticos e higado fetal (Angeletti y Hickey 1985).

La obtencién de anticuerpos monoclonales frente a la
cromogranina A, ha permitido su deteccién en organos de
nuestra economia, como la médula suprarrenal, células
parafoliculares del tiroides, islotes pancredticos, células
del 1ldébulo anterior de la hipéfisis y en general en todas las
células del sistema neuroendocrino difuso (O’Connor y cols.

1983, Angeletti 1986, Wilson y Lloyd 1984, Hagn y cols.
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1986). Estos mismos autores, han demostrado su presencia
también en los tumores derivados de estas células, como
feocromocitoma, insulinoma, carcinoma medular de tiroides,
etc., no sblo a nivel inﬁunohistoquimico, sino plasmatico,
(O'Connor y Deftos 1986).

El interes de la deteccién de cromogranina A en el grupo
de tumores de células redondas, es que el neuroblastoma es
positivo frente a este marcador (Wilson y Lloyd 1984),
mientras que no se ha detectado la presencia de cromogranina

en otros tipos tumorales pertenecientes a este grupo

2.4.- APLICACION DE TECNICAS DE BIOLOGIA MOLECULAR AL

DIAGNOSTICO HISTOPATOLOGICO. EXPRESION DE ONCOGENES.

En los 1dltimos afios, se ha avanzado notablemente en el
conocimiento de los mecanismos que intervienen en la génesis
del cancer. A 1los variados factores relacionados con la
transformacién neoplésica (p-e. factores ambientales,
hormonales, etc..), hay que afadir los descubrimientos
logrados en la Gltima década a nivel molecular y genético.

A los genes directamente relacionados con la
transformacién neoplésica se les ha denominado oncogenes
(Hunter '1984, Bishop 1983, Weinberg 1984). La primera
observacién de 1la accién de los oncogenes, fué en 1970, a

partir del virus del sarcoma de Rous (retrovirus, cuyo RNA se
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retrotranscribe en DNA cuando infecta una célula animal). A
dicho gen se le denominé src (referido por Hunter 1984). A
partir de este descubrimiento se han aislado un buen numero
de oncogenes, a partir de retrovirus que producén carcinomas,
sarcomas, leucemias, linfomas, en pollos y otras aves, .ratas,
ratones o monos. En todos 1los <casos, el oncogen es muy
parecido a un gen normal de la célula huesped, denominado
asi, proto-oncogen, y es capaz de determinar una proteina
similar a una proteina normal (Bishop 1983).

Ademas de los estudios de oncogenes efectuados a partir
de retrovirus, se han aislado también genes presentes en el
DNA de células neoplésicas, que cuando se introducen
(fenémeno de transfeccién) en cultivos celulares normales
(p.e. fibroblastos de ratén NIH 3T3), los transforman en
cancerosos. Estos genes también son copias de proto-oncogenes
presentes en células normaleg en estado inactivo, en el
sentido de transformacién neoplésica (Weimberg 1984).

Los proto-oncogenes, presentes en las células normales,
se han conservado durante la evolucién animal, desde los
hongos hasta el ser humano, lo cual debe implicar que las
proteinas codificadas por dichos genes, deben poseer
funciones importantes en el metabolismo, crecimiento o
divisién de la célula (Weatherall 1985). Asi, se intenta
agrupar a los proto-oncogenes aislados, por familias,
dependiendo de 1la naturaleza de la proteina que determinan,
por ejemplo, el oncogen abl, relacionado directamente con la
leucemia mieloide crénica, se incluye dentro de la familia de

las protein-kinasas tirosin especificas, el oncogen myc se
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asocia a un grupo de proteinas nucleares (Sherr 1:i(;, y el
oncogen sis determina una proteina similar al factor de
crecimiento plaquetario.

Otrb aspecto importante de la accidn de los oncogenes,
en la transformacién neoplésica, es la relacibén observada
entre estos genes y alteraciones cromosémicas tipicas de
determinadas neoplésias. Asi, en el linfoma de Burkitt, se
han detectado traslocaciones que afectan al cromosoma 8, y
precisamente el punto de rotura en dicho cromosoma, coincide
exactamente con la localizacién del oncogen c-myc. En la
leucemia mieloide crénica, es tipica la alteracidén conocida
como cromosoma Philadelphia, que supone una traslocacién
9;22., La rotura en el cromosoma 9 <coincide con el locus
genético del oncogen c-abl (Weatherall 1985).

En resumen, existen oncogenes, aislados a partir de
virus neoplésicos en animales y que también se han obtenido
en células de diferentes neopiésias humanas: abl en leucemia
mieloide crénica, c-myc en linfoma de Burkitt y carcinomas
(Alitalo y cols. 1983, Shibuya y <cols. 1985), N-myc en
neuroblastoma (Schwab y cols. 1983) y en retinoblastoma (Lee
y cols. 1984),y ras en carcinomas (Hunter 1984, Sherr i986).

Si bien, todo 1lo expuesto hasta ahora en esta breve
revisién, hace referencia a terrenos de investigacién pura,
practicamente restringida a los grandes laboratorios de
biologia molecular, desde donde se estan produciendo grandes
avances en el conocimiento intimo de la naturaleza del cancer
Y su origen, la aplicacién de técnicas sencillas de genética

molecular, como la determinacién de oncogenes, puede reportar
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una ayuda considerable en el diagnéstico anatomopatolégico,
clasificando 1los tumores segﬁn‘ el patrén de expresibn
genética (Mc Keon y cols. 1986).

Por otra parte, la recientemente observaaa relacién
entre la expresién de oncogenes y el agravamiento del
prondéstico clinico de determinadas neoplésias, por ejemplo,
N-myc en neuroblastomas (Rosen y cols. 1986), o HER-2/neu en
cancer de mama (Slamon y cols. 1987), hacen que el patblogo
tenga que entregar al clinico una informacién, solo
adquirible mediante la aplicacién de técnicas de genética
molecular.

En el campo de 1los tumores de células redondas, si
excluimos los estudios exhaustivos realizados con la
expresién y amplificacién de N-myc en neuroblastomas (Schwab
y cols. 1983, Michistsch y cols. 1984, Brodeur y cols. 1984),
existen pocos trabajos relaciopados con el resto de tumores
pertenecientes a este grupo.

Bechet y cols., en 1984, comuniearon la expresién de c-
myc en sarcoma de Ewing y la ausencia de c-sis en dicho
tumor.

Mc Keon y cols., en 1986, han sefalado la diferencia
entre neuroblastoma, neuroepitelioma vy sarcoma de Ewing, a
nivel molecular. Dichos autores han comunicado altos niveles
de N-myc en el neuroblastoma, no observados en los otros dos
tumores. En contraposicién tanto el neurocepitelioma como el
sarcoma de Ewing expresaron altos niveles de c-myc, no

detectables en los neuroblastomas estudiados.
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3. MATERIAL Y METODOS
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El material con el que se ha realizado este
estudio procede de 1la seccién de Ultraestructura del
Laboratorio de Patologia del National Institutes of Health

(Bethesda MD. USA).

3.1.- LINEAS CELULARES UTILIZADAS.

A) Sarcoma de Ewing:
Lineas denominadas: A 4573
Tc 71
5838
Tc 106

B) Neuroepitelioma Periférico:
Lineas denominadas: Tc 32
Tc 248

Tc 135

C) Neuroblastoma:
Lineas denominadas: XCNR

IMR-32
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D) controles:
Rabdomiosarcoma: linea denominada: Tc 212
Osteosarcoma: linea denominada: HOS
Carcinoma de colon: linea denominada: CC

Fibroblastos: linea denominada: NF

3.2.- PROCEDENCIA Y CARACTERIZACION DE LAS LINEAS CELULARES.

3.2.1.- SARCOMA DE EWING:

3.2.1.1.- Linea celular A 4573:

Linea obtenida en 1977 a partir de biopsia de tumoracién
clavicular en un paciente de sexo femenino y de 17 afios de
edad. El1 diagnéstico morfolégico por microscopia 6ptica y
electrénica fué de sarcoma de Ewing.

El crecimiento de dicha linea fué en cultivo monocapa.

Su morfologia fué epiteloidea.

Se inyecté a ratones atimicos creciendo un tumor cuya
morfologia éptica y ultraestructural fué de sarcoma de Ewing.

Citogenética: muestra distintas alteraciones
citogenéticas, destacando la t(11;22)(g24;ql2) como marcador
citogenético (Whang-Peng 1986).

El medio de congelacién fué RMPI 1640 + 20% FBS (95%) y
DMSO (5%).

El medio de cultivo utilizado fué RMPI 1640 + 20% FBS.
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Su viabilidad fue ael 98%.

Los test para micoplasmas, bacterias y hongos fueron
negativos.

Dicha 1linea fué confirmada como humana por andlisis

enzimidticos.

3.2.1.2.- Linea celular Tc 71:

Linea celular obtenida en 1981 a partir de wuna biopsia
de tumoracién humeral practicada a un paciente varén de 22
anos.El diagnéstico histopatolégico realizado con microscopia
6éptica y electrénica fué de sarcoma de Ewing.

El crecimiento de dicha linea fué en cultivo monocapa.

Su morfologia por microscopia de contraste de fase fué
epiteloidea.

Se inyecté a ratones atimicos obteniendose tumoracién
con anédlogas caracteristicas 6p£icas y ultraestructurales.

Citogenética: muestra distintas alteraciones
cromosémicas, destacando la t(11;22)(g24;ql2) como marcador
citogenético (Whang-Peng 1986).

El médio de congelacién wutilizado fué RPMI 1640 + 20%
FBS (95%) y DMSO (5%).

El medio de cultivo utilizado fué RMPI 1640 + 20% FBS.

Su viabilidad fué del 95%.

Los test para micoplasmas,hongos y bacterias fueron
negativos.

Dicha linea fué confirmada como humana por an&lisis

enzimaticos.
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3.2.1.3.~- Linea celular 5838:

Linea obtenida en 1977 a partir de una biopsia de
tumoracién humeral en un paciente varén de 27 afios. El
diagnéstico morfolégico por microscopia éptica vy
ultraestructural fué de sarcoma de Ewing.

El crecimiento de dicha linea fué en cultivo monocapa.

La morfologia por contraste de fase fué epiteloidea.

Se inyecto en ratones atimicos cuya morfologia éptica y
ultraestructural fué andloga a la obtenida en 1la biopsia
original.

Citogenética: presenta multiples . alteraciones
cromosémicas destacando la t(11;22)(g24;gl2) como marcador
citogenético (Whang-Peng 1986).

El medio de congelacién fué RMPI 1640 + 20% FBS (95%) y
DMSO (5%). 1

El medio de cultivo fué RMPI 1640 + 20% FBS.

La viabilidad fué del 95%.

Los test para micoplasmas, bacterias y hongos fueron
negativos.

Dicha 1linea fué confirmada como humana por anélisis

enzimaticos.

3.2.1.4.- Linea celular Tc 106:

Linea obtenida en 1982 a partir de una biopsia de

tumoracidén pélvica efectuada a un paciente varén de 19 afios.
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El diagnostico morfolégico fué de :zc_cc.a d& Ewing.

El crecimiento de la linea fué en suspensidn.

La morfologia por contraste de fase fué de células
pequenias redondas.

Se inyect6 a ratones atimicos obteniendose tumoracidén de
andlogas caracteristicas

Citogenética: muestra =~ ‘distintas " alteraciones
cromosfémicas, destacando la t( 11;22)( g24;9ql2), como
marcador citogenético (Whang-Peng 1986).

El medio de congelacién wutilizado fué RPMI 1640 + 20%
FBS (95%) + DMSO (5%).

El medio de cultivo utilizado fué RMPI 1640 + 20% FBS.

Su viabilidad fué del 93%.

Los test para micoplasmas, bacterias y hongos
fueron negativos.

Esta 1linea fué confirméda como humana por anédlisis

enzimé&ticos.

3.2.2.- NEUROEPITELIOMA PERIFERICO:

3.2.2.1.- Linea celular Tc 32:

Linea obtenida en 1979 a partir de una biopsia de tumor
pelvico efectuada en un paciente de sexo femenino de 17 anos
de edad.

El diagnéstico morfoldégico, ©&éptico y ultraestructural
fué de neuroepitelioma periférico.

El crecimiento fué en cultivo monocapa.
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La morfologia por contraste de fase fué epiteloidea.

Se inyecté a ratones atimicos obteniendose tumoracién de
andlogas caracteristicas.

Citogenética: presenta junto okras - alteraciones
citogenéticas una t(11;22)(g24;912) como marcador

citogenético (Whang-Peng 1986).

'El medio de congelacién fué RMPI 1640 + 20% FBS (95%) y

DMSO (5%).
El medio de cultivo utilizado fué RMPI 1640 + 20% FBS.
La viabilidad fué del 98%.
Los test para micoplasmas, bacterias y hongos fueron
negativos.
Dicha linea fué confirmada como humana por andlisis

enzimé&ticos.

3.2.2.2.- Linea celular Tc 248:

13

Linea celular obtenida en 1986 a partir de una biopsia
de tumoracién pélvica (partes blandas) efectuada en un
paciente de sexo femenino de 19 afios de edad.

El diagnéstico morfolégico, ©6ptico y ultraestructural
fué de neuroepitelioma periférico.

El crecimiento fué en cultivo monocapa.

La morfologia por contraste de fase fué epiteloidea.

Se inyect6 a ratones atimicos obteniendose tumoracién de
andlogas caracteristicas.

Citogenética: presenta junto con otras alteraciones

citogenéticas una t(11;22)(g22;9l2).
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El medio de congelacioén fué RMPI 1640 + 20% FBS (95%) y
DMSO (5%).

El medio de cultivo fué RMPI 1640 + 20% FBS.

La viabilidad fué del 97%.

Los test para micoplésmas,bactérias y hongos fueron
negativos.

‘Dicha linea fué confirmada como humana por anédlisis

- enziméticos.

3.2.2.3.- Linea celular Tc 135:

Linea celular obtenida en 1983 a partir de una biopsia
de tumoracién en muslo (partes blandas) efectuada en un
paciente varén de 14 afios.

El diagnéstico morfolégico, ©6ptico y ultraestructural
fué de neuroepitelioma periférico.

El crecimiento fué en cultivo monocapa.

La morfologia por contraste de fase fué epiteloidea.

Se inyect6 a ratones atimicos obteniendose tumoracién de

andlogas caracteristicas.

El medio de congelacién fué RMPI 1640 + 20% FBS (95%) y

DMSO.

El medio de cultivo fué RMPI 1640 + 20% FBé.

La viabilidad fué del 95%.

Los test para micoplasmas, bacterias y hongos fueron
negativos.

Dicha 1linea fué confirmada como humana por andlisis
enzimaticos.
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3.2.3.~ NEUROBLASTOMA:

3.2.3.1.- Linea celular KCNR:

Linea celular obtenida en 1979 a partir de un aspirado
de .méduié | 6sea | piactiéado.' én .un Qarén de 11 afos
diagnosticado previamente de neuroblastoma de médula
suprarrenal.

La morfologia oOptica y wultraestructural confirmé el
diagnéstico de neuroblastoma metastético.

El crecimiento fué en cultivo monocapa.

La morfologia por contraste de fase consistio en
pequefias placas de células redondas con prolongaciones
tipicas tipo neurita.

Se inyectdé a ratones atimigos obteniendose tumoracién de
anédlogas caracteristicas. |

Citogenética: nGmero modal=46. Del (1) (p34) ; t (17,20)
(g21,g913).

El medio de congelacién fué RMPI 1640 + 20% FBS (95%) y

DMSO.

El medio de cultivo fué RMPI 1640 + 10% FBS.

La viabilidad fué del 93%.

Los test para micoplédsma,bactérias y hongos fueron
negativos.

Dicha linea fué confirmada como humana por anélisis
enzimdticos.
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3.2.3.2.- Linea celular IMR 32:

Linea obtenida en 1967 a partir de una masa abdominal
presente en un paciente varon de 13 meses de edad.

El diagnéstico morfolégico, ©&ptico y ultraestructural
fué de neuroblastoma.

El crecimiento fué en cultivo monocapa.

La morfologia por contraste de fase fué en pequeifias
placas de células redondas con tipicas prolongaciones tipo
neurita.

Citogenética: nimero modal=49. M1 y M2 pertenecientes al
grupo A con centrémeros submedios. Del (1); 16 -; grupo C con
dos extracromosomas.

El medio de congelacién fué RMPI 1640 + 20% FBS (95%) y

DMSO.

El medio de cultivo fué RMPI 1640 + 20% FBS.

La viabilidad fué del 90%.=

Los test para micoplésmas, bactérias y hongos fueron
negativos.

Dicha 1linea fué confirmada como humana por andlisis
enzimlticos.

3.2.4.~ RABDOMIOSARCOMA:

3.2.4.1.- Linea celular Tc 212:

Linea obtenida en 1986 a partir de una biopsia de

tumoracién metastAdtica en testiculo (tumor  primario



localizado en 6rbita) efectuada en un paciente varon de 16
afios de edad.

El diagnéstico morfolégico,6ptico y ultraestructural fué
de rabdomiosarcoma aiveolar.

El crecimiento fué en cultivo monocapa.

La morfologia por contraste de fase fué de celularidad
mixta consistente en célﬁlésv‘pequéﬁas redondas junto' a
células fusiformes y células gigantes multinucleadas.

Se inyecté6 a ratones atimicos obteniendose tumoracién de
andlogas caracteristicas.

El medio de congelacién utilizado fué RMPI 1640 + 20%
FBS (95%) y DMSO.

El medio de cultivo utilizado fué RMPI 1640 + 20% FBS.

La viabilidad fué del 98%.

Los test para micoplésmas, bactérias y hongos fueron
negativos.

Dicha 1linea fué confirméda como humana por anélisis

enzimdticos.
3.2.5.- OSTEOSARCOMA:
3.2.5.1.- Linea celular HOS:

Linea obtenida en 1964 a partir de biopsia de tumoracién
en tibia en paciente femenino de 15 afios.

El diagnéstico morfolégico, ©&ptico y ultraestructural
fué de sarcoma osteogénico.

El crecimiento fué cultivo monocapa.



La morfologia por contraste de fase fué epiteloidea.

El medio de congelacién fué RMPI 1640 + 20% FBS (95%) y
DMSO.

El medio de cultivo utilizado fué RMPI 1640 + 20% FBS.

La viabilidad fué del 95%.Los test para micoplésmas,
bactérias y hongos fueron negativos.

‘Dicha linea fué 'c0nfirﬁada ‘cémo‘ humana por andlisis

enzimaticos.

3.2.6.- CARCINOMA DE COLON:

3.2.6.1.- Linea celular CC:

Linea obtenida en 1985 a partir de exéresis quirurgica
de tumoracién cbdlica en paciente femenino de 56 afnos.

El diagnéstico morfoldgico, ©6ptico y ultraestructural
fué de adenocarcinoma de colon..

El crecimiento fué en cultivo monocapa.

La morfologia por contraste de fase fué epiteloidea con
formacién de grupos glanduiares con material de secrecidn.

El medio de congelacién utilizado fué RMPI 1640 + 20%
FBS (95%0 y DMSO.

El medio de cultivo utilizado fué RMPI 1640 + 20% FBS.

La viabilidad fué del 95%.

Los test para micoplésmas, bactérias y hongos fueron
negativos.

Dicha linea fué confirmada como humana por anélisis

enzimaticos.
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3.2.7.- FIBROBLASTOS NORMALES:

3.2.7.1.~- Linea celular NF:

Linea obtenida en 1984 a partir de biopsia cuténea.

"El crecimiento fué en‘cultiVo:ménbcapa.

La morfologia por contraste de fase fué de células
fusiformes, (fibroblastos).

La viabilidad fué del 90%.

El medio de congelacién fué RMPI 1640 + 20% FBS (95%) y
DMSO (5%).

El medio de cultivo utilizado fué RMPI 1640 + 20% FBS.

Los test para micoplésmas, bactérias y hongos fueron
negativos.

Dicha linea fué confirmada como humana por anélisis

enzimdticos.

3.3.- METODO DE CULTIVO DE TEJIDOS

3.3.1.~- OBTENCION DE LAS LINEAS CELULARES:

En el caso de 1las 1lineas celulares establecidas por
nosotros (106, 71, 212, 248, y 135) el método utilizado fué
el siguiente: el material procedente de biopsia o reseccién
fué troceado en pequefios fragmentos (2-3 mm) que fueron

lavados con HBSS 1X (Biofluids inc. USA) al que se afiadieron
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100 UI/ ml de penicilina-estreptomicina (Gibco USA).
Posteriormente dichos fragmentos fueron sumergidos en una
solucién de HBSS 1X + 5 mgr/ml de colagenasa tipo IV (Cooper
Biomedical USA) a 37¢eC durante 20 minutos con agitacidn
peribédica cada 5 minutos. A continuacién se procedid a

centrifugacién a 400 g durante 5 minutos y el sedimento se

resuspendié en RMPI 1640 (Whittaker USA) suplementado con 20%

de suero bovino fetal (Gibco USA) vy enriquecido con ITS
premix (Collaborative Reserch) compuesto por insulina
(5pg/ml), transferrina (10 pg/ml) y selenio (30 nM);
progesterona (6’3 ng/ml) Y putrescina (8’8 ng/ml)
(Collaborative Reserch USA). La suspensién celular se sembré
en frascos de 25 cm? (NUNC Dinamarca).

A las 24 horas se realizé una breve tripsinizacidén y el
sedimento obtenido se sembr6 definitivamente en frascos de 25
cm? utilizando como medio de cultivo RMPI 1640 + 20% FBS al

.

que se afadié 100 U/ml de penicilina-estreptomicina.

3.3.2.- MANTENIMIENTO DE LAS LINEAS CELULARES:

El mantenimiento y crecimiento de las lineas se realizé
en frascos de 75 cm? con medio de cultivo RMPI 1640 + 20% FBS
realizandose cuando las células eran confluentes tantos pases

como fueran necesarios.
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3.3.3.- CARACTERIZACION DE LAS LINEAS CELULARES:

La tumorogenicidad de las lineas a partir de los tumores
originales fué establecida por crecimiénto en ratones
atimicos. Las células cultivadas posteriormente in vitro
fueron isomorfas con las «células tumorales originales.
Adem&s, la ultraestructura de las mismas asi como la de los

tumores de los ratones atimicos fué indistinguible  de la de

los tumores originales.

3.4.- MICROSCOPIA OPTICA POR CONTRASTE DE FASE.

Para el control de la evolucién y crecimiento de las
distintas lineas celulares, asi como para el reconocimiento
de las caracteristicas morfoldgicas elementales, utilizamos
un microscopio invertido Nikon modelo MS.

Las fotografias de los cultivos se realizaron con una
cémara Microflex AFMP (Polaroid land camara) adaptada al
microscopio, utilizando film Polaroid tipo 55 (land film 4x5,
50 ASA, 18 DIN) con revelado instanténeo (20-25 segundos a

219C).

3.5.- MICROSCOPIA ELECTRONICA DE TRANSMISION

2'5 x 10% células/ml fueron sembradas en frascos de 25

cm2 utilizando medio de cultivo RMPI 1640 con 20% de FBS.



Despues de 3-6 dias, los frascos fueron lavados con PBS y se

" procedi6 a la fijacién in situ con 2’5% gluteraldehido en

‘buffer sorensen durante 30 minutos a temperatura ambiente.

Una vez fijadas las células se despegaron con una espétula

esteril y el material resultante se centrifugé con una

‘microcentrifuga Fisher modelo 235 B a méxima rpm durante 5

minutos. El sedimento obtenido fué lavado con PBS conteniendo
0’1 M glicina. Se procedié a la postfijacién con osmio al 1%
y a la deshidratacién progresiva con alcoholés crecientes.

Posteriormente el material fué incluido en Maraglass (Ladd

Reserch Industries Inc. USA) o LR- WHITE (Polaron Instruments

~Inc. USA). Los cortes ultrafinos fueron obtenidos y

fotografiados con microscopio electrédnico Philips modelos 200

y 400.

3.6.- INMUNOFLUORESCENCIA INDIRECTA

2’5 x 104 células/ml fueron sembradas sobre cubreobjetos

estériles (20 x 24 mm) utilizando el medio de cultivo

- estandard descrito anteriormente. Transcurridos de 3-6 dias

se procedié a la fijacién de las células utilizando métodos
distintos

segin la naturaleza del antigeno a demostrar:

a) Filamentos intermedios: Queratina, vimentina y

neurofilamentos (160 y 200 KD) utilizamos como fijador el

metanol absoluto bajo en acetona (JT.Baker Chemical Co. USA)

Ere
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a =-20eC durante 10 minutos o bien acetona pura (Mallinckrodt

Inc. USA) durante el mismo periodo se tiempo.

b) Antigenos de superficie o antigenos en cuya

composicién intervinieran moléculas de caracter 1lipidico
(HNK-1): utilizamos el paraformaldehido (polysciences Inc.
USA) al 3% en PBS (Dulbecco phoéfété'buffered saline Gibco
Co. USA) pH 7’4 durante 10 minutos.

Posteriormente los cubreobjetos fueron lavados con PBS
tres veces consecutivas y se procedidé a la incubacién del
primer antisuero (frente al antigeno a demostrar). Dicha
incubacién se realizé durante 8-12 horas en camara humeda.

Los antisueros wutilizados, asi como su procedencia y

dilucién 6ptima fueron:

* anti-vimentina: Boehringer Mannheim (RFA): 1/50

* anti-keratina AE1-AE3: Hybritéch Inc. (USA): 1/40

* anti-neurofilamento 160 KD: Boehringer Mannheim (RFA): 1/10
* anti-neurofilamento 200 KD: Boehringer Mannheim (RFA): 1/10

* anti-HNK-1l: monoclonal NIH: 1/200 (10 pg/ml).

Todas las diluciones fueron efectuadas con PBS
suplementado con 0’1% de albumina bovina fraccién V (Eastman
Kodak Co.USA). Posteriormente se realizaron tres lavados
consecutivos con PBS y se procedié a la incubacién con el
segundo antisuero marcado con fluoresceina (IgG o IgM goat
anti-mouse conjugado con FITC Boehringer RFA), utilizando una

dilucién 1:20 durante 30 minutos en camara oscura Yy humeda.
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Una vez finalizada dicha incubacién, se efectuaron tres
lavados con PBS y los cubreobjetos fueron examinados con un
microscopio Universal Zeiss (DRA) 100 con dispositivo de
fluorescencia IV FI éPI. Las fotografias fueron relizadas con
una camara MC 63 adaptada al microscopio.

La obtencién del anticuerpo monoclonal HNK-1 se realizd
a partir del hibridoma HNK-1 facilitédb por la American Type
Culture Collection (Maryland USA). Dicha linea celular fué
desarrollada y crecida en medio RMPI 1640 suplementado con
10% de FBS. A los 3-4 dias, 10¢ células fueron inyectadas por
via intraperitoneal a ratones, provocando a las 2-3 semanas
una ascitis. El liquido ascitico recogido fué purificado por
cromatografia de afinidad, obteniendose una fraccién IgM anti
HNK-1 gque 1luego fué utilizada como antisuero primario a

dilucién de 10 pgr/ml.

3.7.- ESTUDIO DEL CITOESQUELETO.

Para 1la extraccién del citoesqueleto wutilizamos el

siguiente protocolo:

* 2’5 x 108 células fueron sembradas en discos de 150 cm? y
crecidas hasta la confluencia en medio estandard. Una vez
confluentes se utilizé el siguiente método para la extraccién
de filamentos intermedios (queratina, vimentina y

neurofilamentos):
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* lavado de 1los discos con PBS sin calcio ni magnesio
(Whitaker  USA) conteniendo 5 mM EGTA (&cido
etilenglicoltetracético) y 5 mM EDTA (&cido etilendiamino

tetracético) como agentes quelantes.

* tratamiento con Triton X-100 buffer: 10 mM Tris-ClH pH 7’5,

5 mM EDTA, 1% Triton X-100, 0’14 M ClNa, 5 mM EDTA.

* Recogida del material celular con una espétula vy
centrifugacién con microcentrifuga Beckman a 3.000g durante

10 minutos.

* El1 sedimento se disolvid en tampén rico en sales: 10 mM
Tris HCl pH 7’5, 5 mM EDTA, 0’5% Triton X-100, 1’5 M ClK, 2
mM EGTA permaneciendo dicha solucién a 42C durante 10

minutos.
* Centrifugacién a 12.000g durante 10-15 minutos.

* El1 sedimento se disolvié en 200-300pl de tampén de
extraccién: 50 mM  Tris-HCl pPH 6’8, 1% SDS (Sodium
dodecilsulfato), 2% dimercapto-etanol, 1 mM Cl=Mg. Dicha
solucién se homogeniza o se sonica brevemente y es calentada

a 80eC durante 10-15 minutos.

* Centrifugacién a 15.000g durante 15-20 minutos con una

microcentrifuga Fisher.
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* Recogida y alicuotado del sobrenadante, material con el que

se puede efectuar una electroforesis monodimensional.

3.8.- ESTUDIO DE GRANULOS NEUROSECRETORES.

Para la extraccién de cromogranina utilizamos el

siguiente protocédlo:

* 2'5 x 105 células/ml fueron sembradas en discos de 150 cm?

y crecidas hasta la confluencia durante 3-6 dias.

* Lavado de los discoScon PBS sin calcio ni magnésio.

* Tratamiento con buffer de lisis: 0’3 M sucrosa + 5 puM PMSF

(fenil metil sulfonil fluoride).

* Despegado de las células con espdtula y homogenizacién de

las mismas.

* Centrifugacién a 800g durante 20 minutos durante

4eC. (centrifuga Sorvall RC-5).
* Recogida del sobrenadante y ultracentrifugacién del mismo a
137.000g durante 60 minutos (ultracentrifuga Beckman L265B

con rotor SW50.1).

* Disolucibén del sedimento en SDS-PAGE sample buffer: 0'5 M
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Tris HCl pH 6’8, glicerol, 10% SDS, 2% Pmercaptoetanol, (’'JZIt

azulbromofenol.

Todas las operaciones de extraccién tanto de filamentos
intermedios como de cromogranina se efectuaron a 4°C. En el
caso de neurofilamentos y cromogranina utilizamos médula
espinal humana y gléndula supiafrénal procedentes de
autopsias clinicas las cuales fueron homogenizadas con los
tampones de lisis siguiendo el mismo protocolo que para los
cultivos celulares.

Una vez realizada la extraccién se determindé la cantidad
de proteinas totales siguiendo el método de Bio-Rad midiendo
la densidad &éptica mediante un espectrofotémetro Gilford
(Gilford Instrument Laboratories Inc. USA) a una longitud de
onda de 580 nm.

Posteriormente se alicuotaron las muestras en partes

proporcionales de 30 upgr de pfoteina y se almacenaron a-

20¢cC.

3.9.- DEMOSTRACION DE FILAMENTOS INTERMEDIOS Y GRAﬁULOS

NEUROSECRETORES: WESTERN BLOT.

Las alicuotas (30 pgr) obtenidas fueron disueltas en
SDS~-PAGE sample buffer en una proporcién.de 1:1'5.

Se realizé electroforesis monodimensional en gel de
poliacrilamida utilizando un aparato minivertical Slab-gel

(Bio-Rad USA). El1 método estd& basado siguiendo a Laemmli

(1970):
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* Una vez el aparato estd montado se efectia una base a

partir de agarosa al 1%.

* Preparacién del gel separador: utilizamos dos tipos segin
la proporcién de acrilamida, dependiendo del peso molecular

de la proteina a demostrars:

- gel 7’5% compuesto por:
10 ml acrilamida bisulfato (Bio-Rad)
10 ml Tris 1‘5M pH 8’8
400 pl SDS 10%
20 pl TEMED (Bio-Rad)
300 pi amonio persulfato (Bio-Rad)

19’3 ml agua

- gel 10% compuesto por:
13’34 ml acrilamida bisulfato
10 ml Tris 1’5M pH 8’8
400 pl1 SDS 10%
20 ul TEMED
300 1l amonio persulfato
16 ml agua
Una vez el gel separador ha polimerizado se prepara el
gel iniciador (stack gel) compuesto por:
1’7 ml acrilamida bisulfato
2’5 ml Tris 0'5M bH 6’8
iOO pl SDS 10%

5 ul TEMED

83



50 ul amoniopersulfato
5’7 ml agua
Cuando se produce la polimerizacién de este segundo gel
se introduce en el aparato el tampén de electroforesis: 25 mM
Tris, 192 mM glicina, 1% SDS, pH 8’3 y se inicia la

electroforesis utilizando una fuente de alimentacién LKB

(Bromma USA) mantenida a un‘voltaje; de 60-100 V durante 1-2

horas.

En cada pocillo del gel fueron introducidos 30 ul de la
muestra a estudiar. Como marcador de los distintos pesos
moleculares utilizamos el PM estandard (Bio-Rad USA).

Una vez efectuada 1la separacién de las proteinas se

utilizaron dos métodos diferentes:

a) Visualizacién de las proteinas mediante la tincién
del gel «con azul-Comassie: dicha tincién se efectud con una
solucién de Comassie-Blue (Bio-Rad) durante una hora a
temperatura ambiente. La visualizacién de 1las distintas
bandas se consiguié tras 6-12 horas de tratamiento con una

solucién de &cido acético al 10% y metanol al 40%.

b) Transferencia de las proteinas a membrana de
nitrocelulosa:  siguiendo el método de Towbin y cols. (13979),
que - consiste en adherir el gel a una membrana de
nitrocelulosa (Bio-Rad), colocar estos entre dos papeles de
filtro e introducirlo en un aparato de transferencia
(Transblot cell Bio-Rad), utilizando como tampén una solucién
25 mM Tris, 0’2 M glicina y 20% metanol absoluto pH 8’3.

Dicho aparato se conecté a una fuente de alimentacién LKD
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manteniendo un voltaje de 60 V durante 2-4 horas.

Cuando fué necesario demostrar proteinas de elevado peso
molecular (NFTP 160 Y 200 KD, los papeles de filtro fueron
embebidos previamente durante dos horas con una solucién 25
mM Tris, 192 mM glicina, 1% SDS, conteniendo 74 pgr/ml de
Pronasa (Calbio Chem.USA).

Finalizada la transferehCia, la membrana de
nitrocelulosa fué tratada con una soluciédn de albimina bovina
fraccién V al 3% en PBS durante 2-3 horas a temperatura
ambiente, tras lo cual se procedié a la incubacién frente al
primer antisuero, frente al antigeno a demostrar. Dicha

incubacién se realizé a 4°C durante 8-12 horas utilizando los

siguientes antisueros y diluciones:

* anti-vimentina (Boehringer): 1/50

* anti-queratina (Hybritech): 1/40

* anti-neurofilamentos 160 KD (éoehringer): 1/100
* anti-neurofilamentos 200 KD (Boehringer): 1/100

* anti-cromogranina (Boehringer): 1/200

Todas las diluciones se realizaron en PBS conteniendo
0’1% de albimina bovina.

Con posterioridad a la incubacién, 1la membrana fué

lavada tres veces con PBS y posteriormente sometida a la

accién del segundo antisuero utilizando para ello,

inmunoglobulinas de conejo frente a ratén (IgG rabbit-

antimouse Dako Co. USA) a dilucién de 1/50 durante una hora a

temperatura ambiente. Tras tres lavados consecutivos con PBS,

la membrana fué incubada con el complejo peroxidasa-
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antiperoxidasa de raton (PAP mouse Dako Co. USA) a una
dilucién de 1/50 durante una hora a temperatura ambiente.

Finalizado este proceso, se efectuaron tres lavados
consecutivos con PBS y uno con PBS conteniendo 0’1% de Triton
X-100.

El revelado de la reaccién se realizé con una solucién
de 60 mgr 4-cloro-l-naftol (Bio-Rad USA), 20 ml métanol
absoluto, 100 ml PBS y 60 pnl de agua oxigenada durante 5

minutos y a temperatura ambiente.

3.10.- ESTUDIO DE EXPRESION DE ONCOGENES.

3.10.1.- OBTENCION DE RNA TOTAL A PARTIR DE LINEAS CELULARES:

El método utilizado es el del isotiocianato de guanidina

.

(Maniatis y cols.) que consiste en:

a) Preparacién de material, utensilios y soluciones:
Todo el material ha de estar autoclavado y esteril ¥
todos 1los pasos técnicos se realizan con guantes para

prevenir la contaminacién por RNAasa.

b) Solucién de guanidina-isitiocianato:

Se prepara una solucién de 250 ml a partir de:

* Guanidina-isotiocianato (Fluka Ag. Suiza): 118 gr (4N)

disueltos en 90 ml de agua destilada esteril y posteriormente

en 200 ml de agua. Esta solucién se realiza con proteccién de

luz y calor. -
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* 5 mM citrato sédico pH 7: 1’25 ml de wuna solucibén madre i
M.

| * 0’'5% sarcosil (N-lauril-sarcosine BRL USA): 6’25 ml de una

solucién madre 20% sarcosil.

* 0’1 N.mercaptoetanol: 1’78 ml de una solucién madre 14 N.

* Cloruro de cesio (BRL USA): se disuelven 96 gr de CsCl en

0’1l N EDTA pH 7'5 (70 ml).

* 3 M acetato de sodio pH 6.

Para la obtencién de RNA total a partir de las lineas
celulares estudiadas se sembraron 2’5 x 105 cel/ml en discos
de 150 cm?, utilizando medio RMPI 1640 + 20% FBS y fueron
crecidas hasta la confluencia. En dicho momento fueron
lavados 1los discos con PBS esteril a 4°C dos veces y se
procedié a la homogenizacién de 1las células con 5 ml de
guanidina isotiocianato. El homogenizado se traslado a tubos
de pollyallomer (Beckman USA)’q&e previamente contenian 15 ml
de la solucién de CsCl. Una vez vertido el homogenizado, se
llenaron 1los tubos con guanidina vy fueron pesados para
equilibrar exactamente el rotor de la centrifuga. Los tubos,
con pesos equilibrados fueron adaptados a un rotor de
ultracentrifuga tipo SW-27 (Beckman). Posteriormente se
realizé una vultracentrifugacién con centrifuga Beckman,
modelo L265D a 25.000 rpm durante 24 horas a 15¢C.

El sedimento 6btenido fué disuelto en 400 pl de agua
destilada esteril y precipitado en 40 unl de 3 M acetato
s6dico y 1 ml de alcohol etilico almacenandolo durante unas
horas a - 702C. Seguidamente cada sedimento fué sometido a

microcentrifugacién y redisolucién en agua destilada,
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tomandose una alicuota de 1-2 pl para la medida de la
densidad ©6ptica, utilizando un espectofotémetro Gilford
(Gilford instrumets Laboratories Inc. USA). Una vez realizada
esta medida, la cantidad total de RNA fué aliéuotada en

partes de 30ugr.
3.10.2.- ELECTROFORESIS EN GEL DE AGAROSA. NORTHERN BLOT:

a) Preparacién del gel:

Se utilizé un gel de agarosa al 1% cuya composicién es:
1% agarosa: 1lgr
10 X MOPS: 10 ml
2’2 M formaldehido: 1’8 ml formaldehido
(37%) |
d H20: 87 ml
1 pgr/ml bromuro etidio: 5ul

La solucién 10 - X MCPS (buffer o tampén de

electroforesis) consiste en :
* 1 X: 20 mM MOPS (Sigma Co. USA)

5 Mm acetato de sodio -

1 mM EDTA

PH 7

* 10 X (1 L): 44'86 gr MOPS
6’8 gr acetato de sodio

3’8 gr EDTA

Una vez preparado el gel se vierte en el portageles del

aparato de electroforesis horizontal (BRL modelo H1-H3).
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b) Preparacién de las muestras:

30 pgr de RNA total se disolvieron en una solucién
consistenée en: 500 pl formamida, 180 ul formaldehido, 100 ul
10 X MOPS, con wuna proporcién de 2’2 ul de RNA y 7’8 ul de
dicha solucién. Una vez finalizado esto, las muestras fueron
calentadas a 65°C durante 5 minutos y postetibrmente
depositados en una cubeta con hielo. Acto seguido 'se
afladieron 2 pl de una solucién colorante compuesta por:

0’25% azul bromofenol, 0’'25% xileno-cianol, 15% ficol tipo
400.

Las muestras fueron introducidas en el gel y se procedid
a electroforesis con voltaje de 60 V 4-10 horas utilizando
una fuente de alimentacién LKB (Bromma USA).

Una vezh finalizada 1la electroforesis, el gel fué
sumergidd en una solucién 20 g SSC (175’3 gr ClNa, 88’2 gr
citrato de sodio, para 1 L pH. 7) y fotografiado con una
cémara polaroid dotada de un sistema de rayos ultravioleta.
La fotografia resultante sirvié de control del estado del RNA
(normal o degradado) y de la situacién de las bandas

ribosomales (1’4 Kb y 4’7 Kb) utilizadas como marcadores.

c) Transferencia del RNA:

Una vez fotografiado el gel, se sumergidé en agua
destilada durante 15 minutos y se adhirié a una membrana de
nylon (Gene. Screen Plus. Du Pont Co. USA), poniendo estos
entre dos papeles de filtro humedecidos en 10 X SSC. Sobre
todo este conjunto, apilamos 10 papeles de filtro secos y

realizamos asi la transferencia por capilaridad durante 6-8
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noras, utilizando como buffer 10 X SSC a partir de una
solucién madre 20 X SSC, compuesta por: 175’3 g NaCl, 88’2 g
Na citrato, 800 ml de agua a pH 7.

Posteriormente se colocé la membrana entre dos papeles
de filtro y se introdujo en una estufa con vacio a 802C

durante 2 horas.

d) Hibridacién del RNA:

El primer paso consistié6 en el tratamiento de la
membrana con la mezcla prehibrizadora consistente en: 50%
formamida desionizada, 1% SDS, 1 M ClNa, 10% dextran sulfato.

Esta solucién se introdujo junto con la membrana en una
bolsa de pléastico gue posteriormente fué sellada,
realizandose una incubacién a 42 °C durante 30 minutos con
agitacién constante.

El siguiente paso fué anadir a la mezcla de
prehibridacién 100 pl de una solucién de DNA desnaturalizado
de esperma de salmén (Sigma Co. USA) (10 mgr/ml) y la sonda
radiactiva marcada con Pa= (c-myc, n-myc, Ha-ras. Lofstrand
Lab. USA). La concentracién final de la sonda fué <10 ng/ml
(1-4 x 10°% dpm/ml). Se sellé 1la bolsa y se incub6 a 42¢C
durante 6-24 horas con agitacién constante.

Una vez realizada la hibridacién se lav6é la membrana de
la siguiente forma:

* Dos veces con 2 X SSC, 5 minutos a temperatura ambiente con
agitacién constante.

* Dos veces con 2 X SSC + 1% SDS a 609C, durante 30 minutos
con agitacidén constante.

* Dos veces con 0’1 X SSC a temperatura ambiente durante 30
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minutos con agitacién constante.

Posteriormente se secd la membrana entre dos papeles de

filtro y se realizé la autoradiografia, con un £film Kodak

XAR-2 (Eastman

a - 70¢ecC.

Kodak Co. USA) y una exposicidén de 6-72 horas
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4. RESULTADOS
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4.1.- MICROSCOPIA OPTICA POR CONTRASTE DE FASE.

4.1.1.- SARCOMA DE EWING:

4.1.1.1.- Linea celular A 4573:

Dicha linea se caracterizé por formar una séla poblacién
celular estando constituida por elementos redondeados de
pequefio tamafio, que durante ia fase de crecimiento inicial se
agrupaban en pequefios nidos morulares. Se producia una
tendencia a confluir en grandes placas a partir de las 24
horas, observandose una ente;a confluencia a las 72 horas
posteriores a 1la realizacién del subcultivo. Las células
tumorales entonces, adoptaban una disposicién de tipo
epitelioide, con margenes citopl&smicos bien definidos.

Morfolbégicamente eran células de pequefio tamafio, con
nucleo redondeado, finos grumos cromatinicos, y nucleolo
redondeado central. El1 citoplasma era escaso Y no se
evidencié ningun signo de diferenciacién.

El indice mitético en la fase de crecimiento fué de dos

mitosis por campo a gran aumento (Figura 1.).
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4.1.1.2.- Linea celular Tc 71i:

Morfologicamente esta linea se caracterizaba por poseer
una séla poblacién celular a partir de elementos redondeados
de pequefio tamafio. En la fase expansiva de crecimiento,
dichas células se agrupaban en estructuras globulares,
permaheéiehdb en suspensién las ‘priméras 18 horas. A partir
de las 24 horas, las células tumorales, tendian a la
formacién de placas adheridas al suelo del frasco,
detectandose una confluencia completa a las 72 horas. En ese
momento, las células tumorales adoptaban una disposicién
epitelioide, con margenes celulares bien definidos.

Se trataba de células de pequefio tamafio, nucleo
redondeado, finos grumos cromatinicos, y nucleolo evidente.
El citoplasma era escaso y presentaba proyecciones
intercelulares cortas, con escasas varicosidades.

El indice mitético en la fase expansiva fué de una a dos

mitosis por campo a gran aumento.

4,1.1.3.- Linea celular 5838:

Dicha 1linea celular se caracterizé por tener una
poblacién monomorfa, constituida por células de pequefio
tamafio, y forma redondeada, que crecian agrupadas en
estructuras globulares durante la fase expansiva. A partir de
las 24 horas, las células formaban placas adheridas,
experimentando notable tendencia a 1la confluencia, 1la cual
llegaba a ser completa a 1las 90 horas. Con el cultivo

confluente la morfologia celular era epitelioide.
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Se trataba de células de pequefio tamafio, nucleo
redondeado, grumos cromatinicos finos, nucleolo central, y
bordes citoplésmicos bien definidos, sin ningun signo de
diferenciacién. -

El indice mitético durante la fase expansiva fué de una

mitosis por campo a gran aumento.

4.1.1.4.- Linea celular Tc 106:

Caracterizada por una poblacién celular monomorfa,
constituida por células redondas de pequefio tamafio, que
tendian a agruparse en estructuras globulares durante la fase
expansiva Y la mayor parte de la fase de estabilizacién,
evidenciandose confluencia a partir de 1las 72 horas. El
crecimiento predominante fué de tipo suspensidn.

Morfologicamente eran células de nucleo redondeado,
cromatina fina, nucleolo cep;réi, y citoplasma escaso sin

signos de diferenciacién.

El indice mitético durante la fase expansiva fué de una

a dos mitosis por campo a gran aumento (Figura 2.).

En resumen, la morfologia Sptica por contraste de fase,
de las 1lineas celulares dg_sarcoma de Ewing, presentaba unos
signos comunes en cuanto a velocidad de crecimiento,
tendencia a la confluencia, indice mitético, tamafio y forma
celular. Tan s6lo una de las lineas celulares (Tc 71),
presenté un fenotipo neural caracterizado por la existencia

de proyecciones celulares cortas sin varicosidades.
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4.1.2.-NEUROEPITELIOMA PERIFERICO:

4.1.2.1.- Linea celular Tc 32:

Caracterizada por una poblacién monomorfa de células
redondas, de mediano tamafio, que durante la fase expansiva se
agrupaban- en formaciones globﬁlérés ‘con un crecimiento en
suspensién durante las primeras 12 horas. A partir de las 24
horas, dichas células se agrupaban en placas epitelioides,

apreciandose confluencia a las 72 horas.

En este momento, las células presentaban un tamaifo

mayor, con bordes citoplé&smicos netos, nucleo redondeado o
ligeramente elongado, y nucleolo evidente. El citoplasma era
escaso y no se observé ningun signo de diferenciacién neural.

El indice mitético durante la fase expansiva fué de dos

~

mitosis por campo a gran aumento.

°

4.1.2.2.- Linea celular Tc 248:

Esta linea se caracterizé durante la fase inicial de
explante, por estar constituida por grupos de células
pequenas redondas, con tendencia a la emisién de largas
prolongaciones citoplédsmicas de aspecto neural.

Tras los primeros pases;m se produjo un cambio en la
morfologia celular, apreciandose placas epitelioides que
confluian a las 72 horas.

En la fase de estabilizacién, la morfologia‘celular era
& - partir de elementos de pequeflo tamafio, bordes bien

definidos, nucleo elongado, cromatina grumosa y nucleolo
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evidente. En esta fase no fueron visibles las prolongaciones
celulares.
El indice mit6tico en 1la fase expansiva fué de dos

mitosis por campo a gran aumento (Figura 4.).

4.1.2.3.- Linea celular Tc 135:

Linea celular caracterizada por una poblacién monomorfa,
constituida por células redondas de pequefio tamafo, agrupadas
en placas con tendencia a 1la emisién de proyecciocnes
citoplésmicas de tipo neural, evidentes tanto en la fase
expansiva como en la de estabilizacién. Se observéd
confluencia total a partir de las 90 horas.

En 1la fase de estabilizacién, la morfologia era
redondeada, 1los limites citoplésmicos netos, el nucleo
redondeado con cromatina granular y el nucleolo evidente.

El indice mitético en la fase expansiva fué de una

mitosis por campo a gran atmento (Figura 3.).

En resumen, la morfologia éptica por contraste de fase en las
lineas celulares de neuropeitelioma periférico, se
caracterizaba por conformar poblaciones celulares
monomorfas, con elementos de mayor tamafio que los observados
en el sarcoma de Ewing, con una tendencia a la emisién de
proyecciones neurales, al menos en dos de las tres lineas

analizadas, y un indice de crecimiento répido.
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4.1.3.- NEURCELASTOA:

4.1.3.1.- Linea celular KCNR:

Dicha 1linea se caracterizé por células redondas de

pequefio tamafio, que crecian en suspensién las primeras 12

horas, observandose una tendencia al crecimiento monocapa a’

partir de este momento, alcanzandose la confluencia en el
transcurso de 5-6 dias.

Las células tumorales en la fase de estabilizacién eran
de pequefio tamafio, morfologia redondeada, nucleo redondo de
cromaiina fina y nucleoclo poco evidente. El citoplasma era
escaso, y presentaba abundantes procesos de tipo neural.

El indice mitético en la ‘fase expansiva fué de una

mitosis por campo a gran aumento (Figura 5.).

4.1.3.2.- Linea celular IMR-32:

Caracterizada morfologicamente por células redondas de
pequefio tamano que se agrupaban en la fase expansiva en
estructuras globoides, con crecimiento en suspensién
adoptando a partir de las 24 horas una morfologia de cultivo
monocapa. La confluencia se alcanzaba a las 72 horas.

Las células tumoréles eran redondeadas, de pequeiio
tamafio, con el nicleo elongado sin nucleolo evidente. El
citoplasma presentaba prolongaciones de tipo neural gque no
desaparecian en la fase de estabilizacién.

El indice mitético en la fase expansiva fué de una

mitosis por campo a gran aumento (Figura 6.). ’ e
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En resumen, la morfologia &ptica por contraste de fase en las
dos lineas de neuroblastoma, se caracterizaba por elementos
celulares de menor tamafio al observado en el sarcoma de Ewing
y el neuropitelioma periférico. E1 fenotipo neural fué

evidente.
4.1.4.- RABDOMIOSARCOMA:

4.1.4.1.- Linea celular Tc 212:

Esta 1linea se caracterizé por una poblacién celular
polimorfa, constituida por células pequefias, redondeadas, de
nucleo elongado, células fusiformes de aspecto fibrobléstico,
pero dotadas de nilcleo voluminoso y nucleolo evidente, y
células gigantes multinucleadas. Este polimorfismo celular
fué evidente en la fase expansi;a y en la de estabilizacién,

El crecimiento fué rdpido, en cultivo monocapa, con

tendencia a la confluencia total a las 72 horas.

El indice mitético en 1la fase expansiva fué de dos

- mitosis por campo a gran aumento (Figura 7.).

4.1.5.~- OSTEOSARCOMA:

4.1.5.1.- Linea celular HOS:

Caracterizada por una poblacién polimorfa a partir de
elementos celulares fusiformes, células redondas y células

gigantes multinucleadas. Este polimorfismo fué evidente



durante las fases expansiva y de estabilizacién.

El crecimiento del cultivo fué de tipo monocapa
observandose confluencia a las 72 horas.

El indice mitético durante la fase expansivé fué de tres

mitosis por campo a gran aumento (figura 8.).
4.1.6.- CARCINOMA DE COLON:
4.1.6.1.- Linea celular CC:

Caracterizada por una poblacién celular monomorfa,
constituida por elementos de mediano tamafio, morfologia
poliedrica, nlicleo redondo central, nucleolo evidente y
citoplasma amplio en ocasiones vacuolado. Dichas células se
agrupaban formando estructuras glandulares, con una seudoluz
central, ocupada por material dg secrecién.

El crecimiento del cultivo .fué de tipo monocépa,
' apreciandose confluencia a los 5-6 dias.

El indice mitético en 1la fase expansiva fué de una

mitosis por campo a gran aumento (Figura 9.).
4.1.7.- FIBROBLASTOS NORMALES:

4,1.7.1.- Linea celular NF:

Caracterizada por una poblacién polimorfa, predominando
células fusiformes de nicleo oval. Junto a ellas se podian
observar células redondeadas de pequefio tamafio y células

gigantes mononucleadas, de amplio citoplasma.

100



El crecimiento del cultivo fué lento, de tipo monocapa
alcanzandose la confluencia en el transcurso de 3-4 semanas

(Figura 10.).

Los aspectos diferenciales de las 1lineas celulares
analizadas en base a su morfologia 6ptica, aparecen

esquematizados en la tabla nimero 1.
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MICROSCOPIA OPTICA POR CONTRASTE DE FASE

Lineas celulares S. EWING NEUROEPITELIOMA NEUROBLASTOMA RABDOMIOSARCOMA
Tipo de monocapa monocapa suspension monocapa
crecimiento  suspension monocapa

Tiempo de

crecimiento rapido rapido rapido rapido
Tamafo

celular pequefio mediano pequefio variable
Forma celular redonda redonda redonda polimorfa
Mitosis evidentes evidentes evidentes numerosas
Procesos de

tipo neural aislados presentes numerosos ausentes

TABLA 1.- Cuadro-resumen de las principales caracteristicas morfoldgicas por microscopia de contraste

de fase.



Figura 1. Sarcoma de Ewing (linea celular 5838).
Organizacién del cultivo en placas "epiteloides" confluentes.

Contraste de fase 10 X.

-

Figura 2. Sercoma de Ewing (-linea celular Tc 106).
Tipico crecimiento en suspensién. Las células tumorales, de
pequeno tamaiio, se agrupan en estructuras morulares.

Contraste de fase 20 X.






Figura 3. Neuroepitelioma periférico (linea celular Tc 135)
Las cé&lulas tumorales se disponen en pequeios grupos, con

emisidén de largos procesos de tipo neural. Contraste de fase

20 X.
Figura 4. Neurcepitelioma periférico (linea celular Tc 248)
Explante inicial. Vease la presencia de procesos

citoplédsmicos de tipo neural. Contraste de fase 20 X.






Figura 5. Neuroblastoma (linea celular KCNR).
Organizacidén del cultivo - en placas, con presencia de
numerosas proyecciones intercelulares de aspecto neural.

Contraste de fase 10 X.

Figura 6. Neuroblastoma (lineé celular IMR-32).
Detalle de un grupo de células tumorales, exhibiendo una

‘compleja trama de procesos de tipo neural. Contraste de faze

20 X.






Figura 7. Rabdomiosarcoma (linea celular Tc 212).
Poblacién celular polimorfa, con células redondeadas,

fusiformes y gigantes multinucleadas. Contraste de fase 10 X.

Figura 8. Osteosarcoma (linea'celular HOS) .
Aspecto confluente del cultivo, con una poblacién celular
heterogénea a base de células redondeadas y células gigantes.

Contraste de fase 10 X,






Figura 9. Carcinoma de colon (linea celular CC).
Estructura de tipo glandular constituida por células .de
morfologia epitelial, con material de secrecién. Contraste de

fase 20 X.

Figura 10. Fibrocblastos normales (linea celular NF).
Células mononucleadas de citoplasma amplio con prolongaciones

citoplasmicas discontinuas. Contraste de fase 20 X.






4.2.~- MICROSCOPIA ELECTRONICA DE TRANSMISION

4.2.1.1.- Linea celular A 4573:

: Esta linea celular se caracterizé ultraestructuralmente
por .la presencia de células tumorales principales,
redondeadas, de pequefio tamafio, con un nicleo irregular,
dotado de cromatina fina dispersa y uno o dos nﬁcléolos
irregulares. El citoplasma era pobre en org&nulos y tan sélo
eran evidenciables algunas mitocondrias y ribosomas libres.

Junto a estas células principales, fueron detectadas
células degenerativas, secundarias, y células en lisis.
No apreciamos estrﬁcturas de tipo unién intercelular ni

prolongaciones de tipo neural (Figura 14.).

4.2.1.2.- Linea celular Tc 71:

El examen ultraestructuéal ‘'de esta linea célular, se
carécterfzé por la 'presencia de células principales
redondeadas, pequeflas con niicleo redondo, de cromatina
dispersa y uno o dos nucleolos. El citoplasma presentaba

escasas mitocondrias y ribosomas libres, asi como depésitos
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perinucleares de glucédgeno. También se observaron células
secundarias y células en lisis.

Se evidenciaron aisladas proyecciones celulares, no
apreciandose gré&nulos neurosecretores en su interior (Figuras

lll y12.)0

4,2.1.3.- Linea celular 5838:

Caracterizada ultraestructuralmente, por células
principales de ndGcleo elongado, con un refuerzo de la
membrana nuclear, cromatina dispersa y nucleolo irregular. El
_citoplasﬁa presentaba escasez de orgénulos con mitocondrias y
ribospmas libres, asi como amplios depésitos de glucédgeno.
También se observaron células degenerativas y en lisis.

Se evidenciaron prolongaciones citoplésmicas, sin

grdnulos ni neurofilamentos (Figura 13.).

.

4,2.1.4.~ Linea celular Tc 106:

Caracterizada por células tumorales principales,
redondeadas, de pequefio tamafio, nicleo elongado de cromatina
fina y nucleolo evidente. El1 citoplasma presentaba escasos

orgdnulos y no se evidenciaron prolongaciones de tipo neural.

En resumen, el estudio ultraestructural de las cuatro lineas
celulares de sarcoma de Ewing, reveld una poblacién tumoral
de caracter inmaduro con escasez de orgénulos, sin ningun

signo de diferenciacién en sentido vascular o neural.
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4.,2.2.- NEUROEPITELIOMA PERIFERICO:

4.,2,2.1.,- Linea celular Tc 32:

El estudio nultraestructural demostré 1la presencia de
células tumorales, de mayor ..tamafio a las observadas en el
sarcoma de Ewing, de morfologia redondeada o ligeramente
elongada. El1 ntcleo eré mds irregular, con escotaduras e
invaginaciones de la membrana. La cromatina era grumosa,
apreciandose uno o dos nucleolos irregulares de localizacibn
central. El1 citoplasma era méds rico en orgénulos, con
ribosomas libres, mitocondrias y cisternas de REl.

Se observaron algunas prolongaciones citoplasmicas de

caracter abortivo sin gré&nulos neurosecretores (Figuras 15. y

17.).

4.2.2.2.- Linea celular Tc 248:

Ultraestructuralmente caracterizada por células
tumorales de mediano tamafio, nicleo irregular, cromatina
grumosa y nucleolo evidente. El citoplasma contenia
abundantes orgédnulos del tipo mitocondria, ribosomas libres y
RELl.

Se observaron proyecciones citoplasmicas, eh cuyo
interior eran visibles aislados gr&nulos electrodensos de
tamanos comprendidos entre 50-200 nM., tipificables como

granulos neurosecretores (Figura 18.). !
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4,2.2.3.- Linea celular T¢c 135:

El estudio ultraestructural demostré la presencia de
células tumorales de mediano tamafno, nidcleo irregular
indentado, con invaginaciones de la membrana nuclear,
cromatina grumosa Yy uno o dos nucleolos. El citoplasma era
rico en orgénulos, con mitocondrias, REl, ribosomas y
lisosomas. Se observaron aislados filamentos intermedios asi
como proyecciones citoplédsmicas con grénulos electrodensos

(Figura 16.).

En resumen, en los tres casos analizados observamos células
de mayor tamafio que las descritas en el sarcoma de Ewing, con
irregularidades nucleares, mayor riqueza en orgénulos Yy

signos de caracter neural.

4.2.3.~- NEUROBLASTOMA:

4.2.3.1.- Linea celular KCNR:

El estudio ultraestructural de esta linea, se
caracterizé por células de pequefio y mediano tamano,
morfologia redondeada o elongada, nacleo redondo con
cromatina disbersa sin nucleolo aparente. El1 citoplasma
presentaba mitocondrias, ribosomas, REl, y lisosomas.

Se detectaron procesos citoplasmicos con gréanulos

electrodensos de tipo neurosecretor ( 50-200 nM.) (Figuras

19.y 20.).
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4,2.3.2.- Linea celular IMR-32:

Ultraestructuralmente caracterizada por células de
pequefioc tamafio, nicleo redondeado, cromatina dispersa y
nucleolo poco aparente. El citoplasma presentaba
mitocondrias, ribosomas y lisosomas.

Se apreciaron proyecciones celulares, con gréanulos

electrodensos de tipo neurosecretor.

En resumen, se trataba de células de menor tamafio que las
observadas en las lineas de neuroepitelioma periférico con un
nicleo mads regular, sin nucleolo aparente, y un citoplasma
con proyecciones dotadas de gré&nulos neurosecretores.

4.2.4.- RABDOMIOSARCOMA:

4,2.4.1.- Linea celular Tc 212:

Caracterizado ultraestructuralmente por células
redondeadas y elongadas, de nacleo irregular, cromatina
grumosa y nucleolo central. El1 citoplasma era rico en
orgdnulos de tipo mitocondria, ribosomas, lisosomas, REl y
REr.

Se evidenciaron abundantes filamentos asi comomaterial

caracteristico del tipo banda Z (figuras 21.,22,23.
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4.2.5.- OSTEOSARCOMA:

4.2.5.1.- Linea celular HOS:

La ultraestructura demostré células tumorales de
distintos tamafios, con nucleo irregular de cromatina rugosa y
nucleolo evidente. El citoplasma era rico en ribosomas, REr,

lisosomas y material fibrilar intracelular.

4.2.6.- CARCINOMA DE COLON:

4.2.6.1.- Linea celular CC;

Caracterizado ultraestructuralmente por células de
mediano . tamaifio, contognos afacetados, proyecciones
digitiformes dé la membrana plésmatica, nicleo redondeado de
cromatina grumosa, nucelolo poco evidente y citoplasma rico
en mitocondrias, REl, REr, lisosomas, ribosomas y material de
secrecibén dispuesto en vacuolas.

Se observaron uniones estrechas intercelulares, asi como

pseudoluces inter e intracelulares (Figura 24.).

4.2.7.~- FIBROBLASTOS NORMALES:

4.2.7.1.- Linea celiilar NF:

El estudio ultraestructural demostré una poblacién

celular predominante constituida por elementos fusiformes, de
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nicleo oval, cromatina fina y nucleolo redondeado central. El

citoplasma era elongado con mitocondrias, ribosomas, y REL.
Se observd la presencia de material fibrilar

intracitéplasmico aunque en nuestro caso no detectamos

coldgeno organizado.

En la tabla nGmero 2 aparecen remarcadas las principales
caracteristicas ultraestructurales de 1las distintas lineas

analizadas.
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MICROSCOPIA ELECTRONICA DE TRANSMISION

Lineas celulares S. EWING NEUROEPITELIOMA NEUROBLASTOMA RABDOMIOSARCOMA
Nucleo redondeado elongado redondeado irregular

Organulos escasos abundantes abundantes abundantes
Glucégeno abundante escaso ausente ausente

Filamentos ausentes €scasos escasos abundantes

Grénulos

neurosecretores ausentes escasos abundantes ausentes

Banda Z ausente ausente ausente abundante

TABLA 2.- Cuadro-resumen de las principales caracteristicas ultraestructurales.



Figura 11. Sarcoma de Ewing (linea celular Tc 71).
Células tumorales inmaduras, = redondeadas con escasos

orgdnulos y aislados actmulos de glucégeno. M.E. 11.700 X.

Figura 12. Sarcoma de Ewing (linea celular Tc 71).
Imagen similar a la anterior: “~Celulas tumorales inmaduras.
Observese la presencia de proyecciones abortivas sin

grénulos, cortadas transversalmente. M.E. 11.700 X.



g



Figura 13. Sarcoma de Ewing (linea celular 5838).
Célula principal inmadura cargada de glucbégeno, con escasos
org&nulos y refuerzo de la membrana nuclear, junto a células

degenerativas. M.E. 11.700 X.

Figura 14. Sarcoma de Ewing (iinea celular 4573).
Detalle citopléasmico con presencia de escasos organulos,

M.E. 20.000 X.
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Figura 15. Neuroepitelioma periférico (linea celular Tc 32)
Células tumorales de nilicleo elongado’ con escotaduras vy

cromatina grumosa. M.E. 12.480 X.

Figura 16. Neuroepitelioma periférico (linea celular Tc 135)
Células tumorales dotadas de ndcleo irregular y nucleolo

evidente. M.E. 7.800 X.






Figura 17. Neuroépitelioma periférico (linea celular Tc 32).
Célula tumoral con nicleo irregular, nucleolo evidente y

citoplasma con mitocondrias y REl. M.E. 15.600 X.

Figura 18. Neuroepitelioma periférico (linea Tc 248).
Magnificacién ° de un proceso citoplasmico cortado
transversalmente con presencia de grénulos electrodensos.

M.E. 39.000 X.
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Figura 19. Neuroblastoma (linea celular KCNR).
Células tumorales de nicleo oval, y citoplasma con

prolongaciones y gran riqueza en mitocondrias. M.E. 9.250 X.

Figura 20. Neuroblastoma (linéa celular KCNR).
Detalle de prolongaciones citoplasmicas dotadas de granulos

electrodensos. M.E. 26.000 X.






Figura 21. Rabdomiosarcoma (linea celular Tc 212).
Célula tumoral de nicleo irregular y citoplasma rico en

orgénulos. M.E. 15.600 X.

Figura 22. Rabdomiosarcoma (linea celular Tc 212).
Detalle citoplasmico observandose una amplia red de

filamentos. M.E. 26.000 X.






Figura 23. Rabdomiosarcoma (linea celular Tc 212).
Detalle citoplasmico. Presencia de material fibrilar

organizado tipo banda Z. M.E. 30.000 X.

Figura 24. Carcinoma de colon (linea celular CC).
Células tumorales de amplio citoplasma con material de
secrecién, pseudoluces intercelulares Y proyecciones

digitiformes de la membrana plasmatica. M.E. 18.200 X.






4.3.- ESTUDIO INMUNOHISTOQUIMICO MEDIANTE INMUNOFLUORESCENCIA

INDIRECTA

Para realizar este estudio, utilizamos antisueros para
detectar queratina, vimentina, HNK-1 y neurofilamentos 160 y
200 Kd.

Cuando el antigeno a demostrar fué la queratina,:usamos
como control positivo la linea de carcinoma de colon y como
control negativo la linea de osteosarcoma.

En el caso de 1la vimentina, el control positivo fué el
cultivo celular de fibroblastésl'normales y como control
negativo usamos la linea de caréinomé”de colon.

Respecto a los neurofilamentos y HNK-1, prescindimos de
controles positivos Y utilizamos unicamente controles
negativos a partir de 1las lineas de rabdomiosarcoma y

osteosarcoma.
4.3.1.- SARCOMA DE EWING:

4.3.1.1.- Linea celular A 4573:

La reactividad de dicha linea frente a la antiqueratina
EA1-EA3, fué focal. Aisladas células tumorales, mostraban una

positividad citoplasmica perinuclear de tipo granular menos
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intensa que la detectada a nivel del control positivo; No
obstante, la mayor parte de células fueron negativas a dicho
marcador.

Frente a la antivimentina, se observé intensa
reactividad en la mayoria de celulas tumorales. La
fluorescencia era intensa y localizada a nivel citoplasmico.

Cuand6 el marcador utilizado fué HNK-1, la positividad
fué focal con localizacién citoplasmica y membranosa.

Frente a neurofilamentos, 1la reactividad fué focal,
citoplasmica Y granular. En ningun campo observamos

fluorescencia nuclear (Figura 27.).

4,3.1.2.~- Linea celular Tc 71:

Cuando el marcador utilizado fué la queratina, no
detectamos fluorescencia en las células tumorales, siendo
comparable el resultado al obténido con el control negativo
(HOS). |

Observamos una clara positividad con la vimentina. La
fluorescencia se localizaba a nivel citoplasmico, con una
intensidad menor a la detectada en el control positivo (NF).

Frente a HNK-1, la mayoria de las células tumorales
presentaron fluorescehcia tanto é nivel citoplasmico como en
las prolongaciones celulares.

Cuando el antigeno a demostrar fué la subunidad 200 Kd.
de los neurofilamentos, observamos fluorescencia moderada a
nivel citoplasmico y de las prolongaciones. En el caso de la
subunidad 160 Kd, la intensidad fué superior, localizandose a

et

nivel citoplasmico, siendo también cierta impregnacién

110



nuclear (Figuras 25., 28.y 29).

4.3.1.3.~ Linea celular 5838:

La reactividad inmunohistoquimica frenta a la queratina,
fué debil "y de localizacién cifoplésﬁica en aisladas células
tumorales.

Frente a vimentina, detectamos fluorescencia
citoplasmica difusa en la mayoria de las celulas neoplasicas.

La deteccién de HNK-1, fué focal, y frente a
neurofilamentos 160 Kd, observamos débil poéitividad
citoplasmica en aisladas celulas. Frente a la subunidad 200

Kd, no detectamos ninguna re actividad (Figura 26.).

4.3.1.4.- Linea celular Tc 106:

Con esta 1linea no detectamos positividad frente a
queratina.

La reactividad frente a vimentina, fué débil y difusa a
nivel citoplasmico.

Aisladas celulas tumorales presentaron reactividad
frente al HNK-1.

Frente a neurofilamentos, observamos focal fluorescencia
citoplasmica cuando estudiamos la subunidad 160 Kd. No
detectamos reactividad cuando el antigeno a demostrar fué la

subunidad 200 Xd.
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4.3.2.- NEURQEPITELIOMA PERIFERICO:

4.3.2.1.- Linea celular Tc 32:

Cuando utilizamos el anticuerpo monoclonal antiqueratina
EAl1-EA3, observamos una fluorescencia’ focal a nivel
citoplasmico de tipo granular.

La vimentina fué facilmente detectada, debido a la
intensa fluorescencia citoplasmica en la mayoria de las
células tumorales.

Con HNK-1, observamos focal fluorescencia citoplasmica
y de membrana.

El estudio inmunohistoquimico de las dos subunidades de
los neurofilamentos, demostré una fluorescencia focal de
localizacién citoplasmica (Figuras 31l.y 33.).

.

4.3.2.2.~ Linea celular Tc 248:

La reactividad frente a la quératina, fué detectada por
una fluorescencia focal y citoplasmica, presente en aisladas
células.

Cuando utilizamos antivimentina, también detectamos
alguhas células positivas."

Frente a HNK-1, observamos - -una fluorescencia
citoplasmica y membranosa con caracter focal.

En el caso de 1los neurofilamentos, también se detecté
una reactividad focal en aislados grupos., celulares (Figuras

30. y 34.).
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4.3.2.3.- Linea celular Tc 135:

Los resultados fueron superponibles a las dos lineas
anteriores. Es decir, reactividad citoplasmica focal frente a
queratina, vimentina, y neurofilamentos. HNK-1 fué demostrado

a nivel citoplasmico y de membrana celular (Figura 32.).

4.3.3.1.- Linea celular KCNR:

En dicha 1linea celular, no detectamos reactividad
inmunohistoquimica frente a la queratina, sin embargo, la
fluorescencia citoplasmica fué intensa y difusa cuando el
antigeno a demostrar fué la vimentina.

Fué evidente 1la reactividad citoplasmica y membranosa
cuando utilizamos HNK-1. Dicho marcadormfué también positivo
a nivel de las prolongaciones neurales.

Las dos subunidades de 1los neurofilamentos, fueron
puestas de manifiesto gracias a una intensa fluorescencia
presente en el citoplasma y en las prolongaciones neurales

(Figuras 36.,37.,38.).

4.3.3.2.- Linea celular IMR-32:

Esta linea celular se caracterizé
inmunohistoquimicamente por la ausencia de reactividad frente

a queratina y al igual que en el caso anterior por la
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presencia de una intensa fluorescencia citoplasmica frente a
vimentina.
Los resultados frente a HNK-1 y neurofilamentos, fueron

superponibles a los de la linea celular KCNR (Figura—35.).
4.3.4.- RABDOMIOSARCOMA:

4.3.4.1.~ Linea celular Tc 212:

Esta linea s6lo fué utilizada como control negativo en

el caso de la demostracién de neurofilamentos, no

~

detectandose reactividad celular.
4.3.5.- OSTEOSARCOMA:

4.3.5.1.~ Linea celular HOS:

Esta 1linea fué utilizada como control negativo cuando
tratamos de demostrar queratina y HNK-1l. En estos casos fué

evidente la ausencia de reactividad celular (Figura 39.).

4.3.6.- CARCINOMA DE COLON:

4.3.6.1.- Linea celular CC:

Utilizada como control positivo para la demostracién de
queratina. En este caso, se detectdé una fluorescencia intensa
perinuclear en la mayor parte de células tumorales.

Esta 1linea celular también nos sirvié como control
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negativo cuando estudiamos la vimentina, no apreciandose

reactividad celular.

4.3.7.- FIBROBLASTOS NORMALES:

4.3.7.1.- Linea celular NF:

Utilizada como control positivo para la demostracién de
vimentina, observandose intensa fluorescencia citoplasmica en

la mayoria de las células del cultivo (Figura 40.).

En la tabla nimero 3 podemos observar un resumen de los

resultados inmunohistoguimicos.
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INMUNOFLUORESCENCIA INDIRECTA

Lineas celulares S. EWING NEUROEPITELIOMA NEUROBLASTOMA RABDOMIOSARCOMA
Citoqueratina

EA1-EA3 + + - -

Vimentina +++ ++ ++ +

NF 160 Kd + + +4++ -

NF 200 Kd + + +++ -

HNK-1 + + +++ -

TABLA 3.- Cuadro-resumen de las principales caracteristicas inmunohistoquimicas.




Figura 25. Sarcoma de Ewing (linea celular Tc 71).
Inmunofluorescencia indirecta frente a queratina. Observesec
la focal fluorescencia citoplasmica de caracter granular. 40

X.

Figura 26. Sarcoma de Ewing (finea celular 5838).
Inmunofluorescencia frente a vimentina. Vease la reactividad

difusa citoplasmica de ias células tumorales. 40 X.
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Figura 27. Sarcoma de Ewing (linea celular A 4573).
Estudio inmunohistoquimico con HNK-1. La fluorescencia es

intensa y de localizacién citoplasmica y membranosa. 40 X.

Figura 28. Sarcoma de Ewing (linea celular Tc 71).
Inmunofluorescencia frente a neurofilamentos 200 Kd. La
reactividad se aprecia a nivel citoplasmico y de las

prolongaciones. 40 X.






Figura 28. Sarcoma de Ewing (linea celular Tc 71).
Inmunofluorescencia frente a neurofilamentos 160 Kd.
Reactividad citoplasmica intensa con cierta impregnacién

nuclear. 40 X.

Figura 30. Neuroepitelioma periférico (linea celular Tc 248)
Demostracién de queratina con fluorescencia citoplasmica

focal perinuclear. 40 X.






Figura 31. Neuroepitelioma periférico (linea celular Tc 32).
Inmunofluorescencia frente a vimentina. Observese la marcada

reactividad citoplasmica. 60 X.

PFigura 32. Neuroepitelioma perfférico (1inea celular Tc 135)
Estudio correspondiente a HNK-l1. La positividad se evidencia
a nivel citoplasmico, de la membrana y de las prolongaciones.

40 X.
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Figura 33. Neurocepitelioma periférico (linea celular Tc 32)
Demostracién de neurofilamentos 200 Kd. Aisladas células

positivas a dicho marcador. 40 X.

Figura 34. Neuroepitelioma periférico (linea celular Tc 248)
Inmunofluorescencia frente a neurofilamentos 160 Kd. Aisladas

células presentan reactividad citoplasmica. 40 X.
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Figura 35. Neuroblastoma {(linea celular IMR-32).

Demostracidn de vimentina.

40 X.

Reactividad

citoplasmica difusa.

Figura 36. Neuroblastoma (linez celular KCNR).

Inmunofluorescencia f£frente a HNK-1.

reactividad citoplasmica.

40 X.

Observese la intensa






Figura 37. Neuroblastoma (linea celular KCNR).
- Demostracién de neurofilamentos 200 Kd, en el citoplasma y en

las prolongaciones celulares. 40 X.

Figura 38. Neurcblastoma (linéa KCNR) .
Inmunofluorescencia  frente a neurofilamentos 160 Kd.
Reactividad intensa a nivel del citoplasma y de las

prolongaciones celulares. 20 X.
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Figura 39. Fibrcblastos normales (linea celular NF).
INmunofluorescencia frente a vimentina. Observese la intensa

y difusa reactividad citoplasmica. 40 X.

Figura 40. Osteocsarcoma (lined'celular HOS) .
Observese la falta de fluorescencia celular en la

demostracién de neurofilamentos. 40 X.






4.4.- ANALISIS DEL CiTOESQUELETO Y GRANULOS NEUROSECRETORES

MEDIANTE WESTERN BLOT.

Para la determinacién de 1los distintos filamentos
intermedios utilizamos los siguientes controles:

- Para la queratina, el control positivo fué la linea
celular del carcinoma de «colon, y el control negativo la
linea de fibroblastos normales.

En el caso de la vimentina, el control positivo fué la
linea de fibroblastos, en tanto que para el control negativo
utilizamos el cultivo del carcinoma de colon.

Para la deteccién de -neurofilamentos, el control
positivo siempre fué médula egpinal humana, procedente de
autopsiag clinicas. Como controléq negatévgéA-utilizamos
alternativamente las lineas  celulares HOS y Tc 212
(osteosarcoma y rabdomiosarcoma).

Para la demostracién‘ de cromograﬁina prescindimos de
controles positivos, Y utilizamos controles negativos

conocidos, como el osteosarcoma y el rabdomiosarcoma.
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4.4.1.- SARCOMA DE EWING:

4.4.1.,1.- Linea celular A 4573:

Con nuestro método de extraccién y utilizando
electroforesis monodimensionai, no detectamos en esta linea
la présencia de queratina, caracterizada por 1la aparicién de
una doble banda a nivel de 43 y 68 Kd., tal como fué
apreciable en el caso del carcinoma de colon utilizado como
control.

La vimentina, sin embargo, fué claramente evidenciable
como una fuerte banda localizada a nivél del Pm 52 Kd (Figura
41.).

. .La subunidad 160 Kd de los néurofilamentos, fué también
detectada por la presencia de una banda, localizada a nivel
de dicho Pm. Esta banda era mends intensa que la observada en
el control positivo (Figura 43.3.

No observaﬁos reactividad frente a la subunidad 200 Kd,
en los extractos protéicos de esta linea celular (Figura 44).

La demostracién de cromogranina A, objetivable por la
aparicién de una banda a nivel del Pm 68 Kd, fué negativa en

esta linea celular (Figura_42.).

4.4.1.2.- Linea celular Tc 71:

Con el material procedente de este cultivo, no
detectamos la presencia de las bandas caracteristicas de la
queratina; Al contrario, cuando el filamento intermedio a

demostrar fué la vimentina, si .apreciamos la presencia de una

N
)
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panda a nivel del Pm 52 Kd (Figura 41.).

También fueron detectadas 1las dos subunidades de los
neurofilamentos, por la aparicién de bandas a nivel de 160 y
200 Kd (Figuras 43.y 44.). )

No se objetivé 1la presencia de cromogranina en los

extractos protéicos (Figura'42;);'

4.4.1.3.- Linea celular 5838:

En los distintos experimentos realizados siempre fué
evidente la aparicién de una débil. banda a nivel del Pm 43
Kd. cuando la proteina a demostrar fué la queratina.

También fué detectada una banda a nivel del Pm 52 Kd,
caracteristica de la vimentina (Figura 41.).

La subunidad 160 Kd de 1los neurofilamentos, fué
evidenciada por la aparicién de una banda a nivel de dichoc Pm
(figura 43.). ‘

No detectamos sin embargo, la presencia de la subunidad

200 Kd ni de la cromogranina (Figuras 44. y 42.).

4.4.1.4.- Linea celular Tc 106:

Eﬁ los extractos celulares, no detectamos 1la presencia
de queratina, siendo caracteristica la presencia de una banda
a nivel de 52 Kd, cuando sometimos la membrana de
nitrocelulosa a la accién de la antivimentina (Figura 41.).

Por otra parte, no fueron detectadas la subunidad 200 Kd
de los neurofilamentos ni la cromogranina (Figura 44. y 42.).

La presencia de la otra subunidad de neurofilamentos,
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fué claramente objetivable por la aparicién de una banda a

nivel del Pm 160 Kd (Figura 43.).

4.4.2.- NEUROEPITELIOMA PERIFERICO:

4.4.2.1.- Linea celular Tc 32:

Los resultados de nuestro estudio revelaron la ausencia
de queratina asi como la presencia de vimentina (Figura 41.).

Siempre fué detectada la subunidad 160 Kd de los
neurofilamentos (Figura 43.).

No obtuvimos resultados positivos frente a la subunidad

200 Kd ni frente a la cromogranina (Figuras 44. y 42.).

4.4.2.2.~- Linea celular Tc 248:

La queratina no fué detectada en 1los extractos
celulares. Lo mimo ocurrié6 con la subunidad 200 Xd de los
neurofilamentos y con la cromogranina (Figuras 44. y 42.).

Por el contrario, objetivamos la presencia de vimentina,

y de la subunidad 160 Kd (Figuras 41. y 43.).

4.4,.2.3.- Linea celular Tc 135:

Dicha 1linea se caracterizé bioquimicamente, por la
ausencia de marcaje en las membranas incubadas con
antiqueratina. Lo mismo ocurrié cuando la proteina a
deﬁostrar fué 1la cromogranina y la subunidad 200 Kd de los

neurofilamentos (Figuras 42. y 44.).
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Por el contrario, evidenciamos claras bandas en los Pm
52 Kd y 160 Kd, cuando tratamos de demostrar la vimentina y
la subunidad intermedia de los neurofilamentos (Figuras 41. y

43.).

" 4.4.3.NEUROBLASTOMA:

4.4.3.1.~- Linea celular KCNR;

Frente a 1la queratina, no detectamos la presencia de
banda alguna. Tampoco observamos la caracteristica banda 52
Kd, cuando utilizamos la antivimentina (Figura 41.).

Detectamos la presencia de fuertes bandas a nivel de 160
Kd, 200 Kd y 68 Kd, caracteristicas de 1los neurofilamentos y
'la cromogranina (Figuras 43.,44., y 42.).

.

4.4.3.2.~- Linea celular IMR-32:

Caracterizada por la ausencia de deteccién de vimentina
Y queratina (Figura 41.).

Como en el caso anterior, demostramos cromogranina y las
subunidades 200 Kd y 160 Kd de los neurofilamentos (Figuras

42., 44., y 43.).
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4.4.4.- RABDOMIOSARCOMA:

4.4.4.1.- Linea celular Tc 212:

Los extractos celulares fueron utilizados como control
negativo  para 1la ‘demostracién de neurofilamentos y
cromogranina. No detectamos en ninglin caso la aparicién de
bandas a nivel de los Pm de las proteinas descritas (Figuras

43.,44., y 42.).

4.4.5.- OSTEOSARCOMA:

4.4.5.1.- Linea celular HOS:

Utilizada como control negativo, en los casos en que
tratamos de detectar neurofilamentos y cromogranina. No
observamos la presencia de banda alguna, en los distintos

experimentos realizados (Figuras 43.,44., y 42.) .
4.4.6.- CARCINOMA DE COLON:
4.4.6.1.- Linea celular CC:

Utilizada como control positivo para la demostracién de
queratina. Siempre fueron evidentes dos fuertes bandas,
localizadas entre los niveles de Pm 43 y 68 Kd.

Cuando esta 1linea fué utilizada como control negativo
para la demostracién de vimentina, no detectamos la presencia

de ninguna banda (Figura 41.).
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4.4.7.- FIBROBLASTOS NORMALES:

4.4.7.1.- Linea celular NF:

' Utilizada como control poSitivb'para la demostracién de
vimentina, evidenciandose una banda a nivel de 52 Kd (Figura
41.).

Cuando el marcador a demostrar fﬁé la queratina,
utilizamos extractos celulares de fibroblastos como control
negativo, no detectandose logicamente ningin signo de

actividad en la membrana de nitrocelulosa.
En la tabla nGmero 4, podemos apreciar un resumen de

nuestros resultados en cuando al analisis del citoesqueleto y

de la cromogranina.

gy
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WESTERN BLOT

Lineas celulares S. EWING NEUROEPITELIOMA NEUROBLASTOMA RABDOMIOSARCOMA
Citoqueratina

EA1-EA3 + /- ? - -

Vimentina +4++ +++ - +

NF 160 Kd ++ ++ +4+ -

NF 200 Kd  +/- - e+ )

Crom. . - e+ .

TABLA 4.- Cuadro-resumen del estudio del citoesqueleto y de los granulos neurosecretores.



Figura 41. Membrana de nitrocelulosa tefiida con
antivimentina. Destaca la presencia. de marcas a nivel del Pm
52 Kd en las lineas de fibrobiastos (contrdl, NF), sarcoma de
Ewing (SE) y neuroepitelioma (Np), 'y su ausencia en las

lineas de neuroblastoma (Nb) y carcinoma de colon (CC).

Figura 42, Membrana de nitrocelulosa tefiida con
anticromogranina. Observese la presencia de dos marcas a
nivel del Pm 68 Kd., en las dos lineas de neuroblastoma (Nb),
contrastando con la negatividad del sarcoma de Ewing (SE5 Yy

del neuroepitelioma periférico (Np).



68 Kd



Figura 43, Membrana . de - nitrocelulosa tefiida con
antineurofilamentos 160 Kd. Observese la presencia de una
fuerte marca a nivel de dicho Pm en la médula espinal (ME),
neuroblastoma (Nb), neuroepitelioma periférico (Np) y sarcoma

de Ewing (SE).

Figura 44, Membrana de nitrocelulosa tafiida con
antifilamentos 200 Xd. Observese 1la presencia de marces a
nivel de dicho Pm correspcndientes a médula espinal (ME),

sarcoma de Ewing (SE), y neuroblastoma (Nb).
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4.5.- EXPRESION DE ONCOGENES. NORTHERN BLOT.

En este estudio, la técnica realizada se basé en la
electroforesis en gel de agarosa, del RNA total procedente de
nuestra lineas celulares, y en la transferencia de este RNA a
una membrana de nitrocelulosa o nylon.

La deteccidén de . ' . los oncogenes estudiados
en nuestro trabajo, se realizé mediante una técnica de
hibridizacién de . sondas de DNA marcadas bon P32, que
presentan las cadenas homélogas tipicas de los oncogenes a
demostrar. La expresién, se evidencia, por la aparicién de
bandas radioopacas en la placa radiogréfica, previa
realizacién de una autoradiografia, con una localizacién
correspondiente a la secuencia de kilobases, caracteristica
de cada sonda: 1.6 Kb para c-myc, 0.9 Kb para N-myc, y 2.9 kb
péra c-Ha-ras (Figuras 45.,46.,47.,y 48.).

Ademés, en este estudio s6lo utilizamos el RNA total
procedente de las lineas de sarcoma de Ewing, neuroepitelioma
periférico, neuroblastoma y rabdomiosarcoma, prescindiendo de

las otras 1lineas empleadas como control en otro tipo de

experimentos.
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4.5.1.~- SARCOMA DE EWING:

4.5.1.1.- Linea celular A 4573:

Con el RNA total procedente de esta linea, objetivamos
una clara expresién de c-myc y c-Ha-ras. Por el contrario,
cuando la membrana se hibridizé con 1la sonda N-myc, no

detectamos ninguna banda radioopaca en la placa radiogréfica.

4.5.1.2.- Linea celular Tc 71:

En este caso, los resultados son superponibles al
anterior. Es decir, marcada expresién de c-myc y de c-Ha-ras,
y ausencia de expresién de N-myc.
4.5.1.3.- Linea celular 5838:

La autoradiografia reveld la presencia de Dbandas
radioopacas correspondientes a c-myc Yy c-Ha-ras. No

detectamos expresién de N-myc.

4,5.1.4.~ Linea celular Tc 106:

Obtuvimos resultados superponibles a las tres lineas

.anteriores. Marcada expresién de los oncogenes c-myc y c-Ha-

ras y ausencia de expresién de N-myc.
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4.5.2.- NEUROEPITELIOMA PERIFERICO:

4.5.2.1.- Linea celular Tc 32:

En el RNA total procedente de esta linea, detectamos
marcada expresién de c-myc y c-Ha-ras. no se observé

expresién de N-myc.

4.5.2.2.- Linea celular Tc 248:

En este caso obtuvimos el mismo resultado: expresién

acentuada de c-myc y c-Ha~-ras y ausencia de N-myc.

4.5.2.3.- Linea celylar Tc 135:

Como en 1los otros dos casos de neurocepitelioma
periférico,..fueron  evidentes lé bandas radioopacas , cuando
la hibridizacién ée llevé a cabo con c-myc Yy c-Ha-ras. No
detectamos N-myc en el RNA total procedente de esta linea

celular. -

-4.5.3.- NEUROBLASTOMA:

4.5.3.1.- Linea celular KCNR:

Fué evidente la presencia de wuna banda radioopaca a
nivel de 0.9 Kb en la placa radigrdfica, cuando la membrana
habia sido hibridizada con la sonda N-myc. Por el contrario

no encontramos expresién de c-myc.
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Respecto a la demostracién de c-Ha-ras fué objetivada la
expresién de dicho oncogen por 1la aparicién de wuna fuerte
banda radioopaca.

4.5.3.2.- Linea celular IMR-32:

En este caso obtuvimos los mismos resultados que en la
linea KCNR: marcada expresién de N-myc y c-Ha-ras Yy ausencia

de expresién de c-myc.

4.5.4.- RABDOMIOSARCOMA:

4.5.4.1.- Linea celular Tc 212:

Con el RNA total obtenido de esta linea, detectamos la
acentuada expresién de c-myc, en contraposicién a la ausencia
de N-myc. |

Esta linea no fué utilizada para la demostracién de c-

Ha-ras.

-

En la tabla nimero 5, resumimos nuestros resultados

respecto a la expresién de oncogenes.
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EXPRESION DE ONCOGENES

Lineas celulares S. EWING NEUROEPITELIOMA NEUROBLASTOMA RABDOMIOSARCOMA

c-myc +++ +++ - +++
N-myc - - +++ -
c-Ha-ras ++ ++ ++ ?

TABLA 5.- Cuadro-resumen de los resultados de la expresién de oncogenes.



Figura 45. Autoradiografia compuesta de dos membranas
hibridizadas frente a c-myc v N-myc. A la derecha, podemos
apreciar cuatro bandas radioopacas correspondientes a las
lineas de sarcoma de Ewing (SE) y neuroepitelioma periférico
(Np) positivas a c-myc. A la izquierda, apreciamos la

expresién de N-myc por 21 neuroblastoma (Nb).

Figura 46. Autoradiografia de una membrana hibridizada con
c-Ha-ras. Observese una banda presente en todas las lineas

estudiadas.
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Figura 47. Autoradiografia de una membrana hibridizada con
c-myc. Observese la intensa banda radioopaca' en las lineas
correspondientes a sarcoma de Ewing (SE), neuroepitelioma
periférico (Kp), ¥y rabdomiosarcoma (Rb). Destaca 1la

negatividad de las dos lineas de neuroblastoma (Nb).

Figura 48. Autoradiografia de la misma membrana hibridizada
.
con N-myc. S6lo se aprecia dos fuertes bandas radiopacas

correspondientes a las lineas de Neuroblastoma (Nb).
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5. DISCUSION
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En este trabajo hemos considerado como tumores de
‘células  redondas, 'a un grupo de heoplasias de caracter
indiferenciado, que presentan patrones morfoldégicos muy
similares, y que hoy en dia, plantean problemas diagnésticos
diferenciales cuando se utilizan las técnicas
anatomopatolégicas convencionales.

Estos tumores, que se presentan en edades tempranas de
la vida, son un constante reto para el patdlogo, quien
necesariamente debe dar al clinico, toda la informaciébn
posible y el diagnéstico preciso que conlleva la practica de
un protocolo terapeutico especifico para cada tipo de tumor.

Algunos de estos tumores, como es el caso del sarcoma de
Ewing, pese a los numerosos e;tudios de que ha sido objeto,
posee todavia una histogénesis atn en parte no aclarada,
siendo uno de los objetivos de nuestro trabajo el éportar
nuevos datos que puedan ayudar al mejor conocimiento de esta
neoplasia.

El sarcoma de Ewiﬂg, el neuroepitelioma periférico, el
neuroblastoma, y el rabdomiosarcoma, son por tanto, tumores
malignos gque comparten numerosas similitudes clinicas vy
morfoldgicas, siendo otro de los motivos de este‘ trabajo, el
valorar el empleo de técnicas de uso no convencional, pero no
porrello menos abordables, y que :pueden ayudar en los casos

de dificil diagnéstico diferencial entre cualquiera de estos
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tumocres.

Quizas, de todos los tumores de células redondas de la

infancia, el sarcoma de Ewing, es el que posee mis caracter

enigmético, a ‘peéar de la‘céntidéd“de estudios realizados,
encaminados a aclarar su histogénesis y su comportamiento
biolégico. Algunos de estos estudios, estédn basados en
métodos de cultivo de tejidos. Utilizando esta técnica, Kadin
y Bensch (1971), propusieron el supuesto origen mieloide del
sarcoma de Ewing. El trabajo de estos dos autores ha sido
motivo de polémica, y asi, Yunis (1986), en una reciente
revisién puntualiza como en el trabajo de Kadin y Bensch
(1971), tan s6lo, algunos clones celulares en un solo caso de
sarcoma de Ewing, presentaban supuestos signos "mieloides" a
M.E., consistentes en grénulos citoplasméticos, gque segin
Yunis (1986), podrian también parecer lisosomas.

También, un trabajo derivado de cultivo de tejidos, ha
servido a Jaffe y cols. (1985), para defender 1la teoria
neuroectodérmica en cuanto al origen del sarcoma de Ewing,
basado en resultados obtenidos con cuatro tumores
diagnosticados como sarcoma de Ewing y mantenidos en cultivo.
Dichos autores, han conseguido encontrar un fenotipo neural
en las células tumorales y poder asi relacionar los conceptos
de sarcoma de Ewing, con el neuroepitelioma periférico y el
tumor primitivo neurocectodérmico.

En este estudio, hemos analizado cuatro lineas

celulares de sarcoma de Ewing, siendo mantenidas en un medio
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de cultivo suplementado con suero bovino fetal y tan sélo en
una de ellas (Tc 71), encontramos, utilizando microscopia de
contraste de fase, algun signo (proyecciones citoplasmiticas)
de posible diferenciacién neural. iCavazzana y+ cols. (1985,
1987), realizé un analisis sobre estas mismas lineas
-celulares,-observandO’clérbs sigﬁoé neurales en ' todas ellas,
unicamente cuando el medio de cultivo carecia de suero bovino
fetal y se sometian dichos cultivos a la accién de agentes
que actdan en la diferenciacién celular, como el dibutiril
AMP ciclico.

Seglin esta experiencia, el andlisis morfolégico simple
de los cultivos de sarcoma de Ewing mediante contraste de
fase, no aporta claros signos diferenciales frente a otras
neoplasias, cuando se utiliza un medio de cultivo

"estandard". Sin embargo, creemos que 1la induccién neural

mediante agentes como el descrito por Cavazzana y cols.

(1985,1987), puede afiadir nuevos datos que ayuden

directamente a diferenciar el sarcoma de Ewing de otros

tumores, como el rabdomiosarcoma, Yy el osteosarcoma,
neoplasias estas qué no presentan ningun cambio morfolégico
en sentido neural, ciuando son tratadas con AMP ciclico.

Por otra parte, en nuestro estudio, hemos detectado la
presencia de claros signos neurales, a expensas de largas
proyecciones neuriticas en nuestras dos lineas de
neuroblastoma. "
Sin embargo, hemos de tener presente gque el valor del

cultivo de tejidos, no termina s6lo con la observacién

directa de las lineas celulares por microscopia de contraste
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de fase; en efecto, nosotros con Cavazzana Yy cols. (1987)
hemos defendido su utilidad en el diagnéstico diferencial de
los tumores de células redondas, no sb6lo por 1la observacién
directa de los cultivos, sino porque, el mantenimiento de las
citadas 1lineas celulares ofrece una fuente continua de
-células tumorales ' vivas, a partif de las cuales, se pueden
relizar otros estudios tipo M.E., inmunofluorescencia,
citogenética o expresién de oncogenes, como hemos podido
desarrollar en este trabajo, cuyos resultados pasamos a
comentar.

La ultraestructura del sarcoma de Ewing, ha sido
ampliamente estudiada por numerosos autores: Llombart Bosch y
cols. (1978,1980,1982,1983), Povysil y Matejovsky (1977),
Friedman y Gold (1968), Mahoney y Alexander (1978), Navas
Palacios y cols. (1984), etc..). Aunque en todos estos
trabajos, se definen posturas de caracter histogenético
.distinto, la descripcién de ‘la morfologia a M.E. de esta
neoplasia es bastante uniforme. Asi, todos estos autores,
coinciden en el caracter inmaduro de 1la célula tumoral
principal del sarcoma de Ewing y la presencia de células
degenerativas o secundarias.

~La célula principal, posee un citoplasma pobre en
organylos, con depésitos de glucégeno, ribosomas, aisladas
mitocondrias, escasos filamentos intermedios, y uniones
estrechas intercelulares, y un nucleo con nucleolo inaparente
-y cromatina finamehte dispersa. Un caracter més diferenciado,
con un citopldsma més rico en orgdnulos también ha sido

descrito en la variedad de sarcoma de Ewing atipico (Llombart
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Bosch y cols. 1978). Aisladamente, algunos autores han
descrito signos de diferenciacién en sentido vascular
(Llombart Bosch y cols. 1980) o neural (Schmidt y cols. 1982,
 Perez Atayde y cols. 1985, Llombart Bosch y cols. 1987).

En el presente trabajo, el analisis ultraestructural
~efectuado a partir de las cuatro lineas de sarcoma de Ewing,
ha confirmado el caracter inmaduro de las células neoplasicas
principales estando formadas por elementos con citoplasma
pobre en orgénulos y actmulos de glucégeno. Al igual que
ocurre en la morfologia O6ptica por contraste de fase,
nosotros no hemos encontrado ningun signo de diferenciacién
neural o vascular, en este material procedente de cultivos y
mantenidos con medio "estandard". Esto se encuentra en
contraposicidén con los claros signos neurales descritos por
Cavazzana y cols. (1987), en las mismas lineas celulares
cuando fueron tratadas con AMP ciclico (estudio "in vitro").
También Cavazzana y cols. E1987) han observado signos
neurales en el sarcoma de Ewing sobre material biépsico.

Otra de las ventajas del cultivo de tejidos, es la
posibilidad de realizar estudios inmunohistoquimicos. En el
caso del sarcoma de Ewing, se han realizado algunos trabajos
en este sentido, aunque muchos de ellos han sido utilizando
material bibépsico y no 1lineas celulares (Llombart Bosch y
cols. 1986, Kawaguchi y Koike 1986, Tsokos y cols. 1984,
Cavazzana y cols. 1987, etc..).

Los resultados obtenidos por distintos autores,
empleando técnicas de PAP o avidina-biotina son dispares. El

marcador mAs comunmente encontrado ha sido la vimentina
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(Miettinen v cols. 1982, Llombart Bosch y cols. 1986),
filamento intermedio caracteristico de las células de origen
mesenquimal (Osborn y cols. 1984). Respecto a la presencia de
marcadores neurales, los resultados son contradictorios. Asi,
Llombart Bosch vy cols. 1986, Kawaguchi y Koike 1986, Yunis y
"cols. 1986, Cavazzana 'y cols 1987, etc.., encuentran
reactividad celular a 1la Enolasa neuronal especifica en
algunos sarcoma de Ewing, mientras que otros (Tsokos y cocls.
1984), no coinciden en la deteccién de este marcador neural.
Otro marcador neuroectodérmico, ha sido observado en sarcoma
de Ewing, tanto en cultivos como en tumores, y se trata del
HNK-1 (Caillaud y cols. 1984, Lipinski y cols. 1983,1984,
1987, Llombart Bosch y cols. 1986, etc..). Por otra parte,
Moll y cols (1987), han descrito la presencia de queratina y
neurofilamentos en células de sarcoma de Ewing.

Veamos gque acontece cuando en lugar de usar tumores
primarios se utilizan lineas celulares como ocurre en este
trabajo. En nuestro estudio, hemos utilizado técnica de
inmunofluorescencia y detectado 1la presencia de marcadores
diversos tipo queratina, vimentina, HNK-1, y neurofilamentos
en las células procedentes de las lineas de sarcoma de Ewing
y comparativamente con otras neoplasias. La presencia de
neurofilamentos en estas lineas, habia sido descrita
previamente por Cavazzana y cols. (1987), pero unicamente
cuando se utilizaban 1lineas de Ewing tratadas con AMP
ciclico.

En este trabajo, no hemos ‘pretendido confirmar los

resultados ya obtenidos, también : a partir de cultivos de
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tejidos de sarcoma de Ewing, por bDicrman y cols. (1982),
demostrando la produccién de colédgeno tipo I,III y IV;
Modesti y cols. (1985), analizando la sintesis de laminina y
fibronectina por dicho tumor, o Roessner vy cols. (1982) con
su deteccién de Factor VIII en las células tumorales del
- sarcoma de Ewing. Hemos esencialmente énalizado marcadores de
especificidad neural, buscando comparativamente tal origen
para este sarcoma.

Ademas, la demostracién de algunos de estos marcadores,
no a nivel histoquimico, sino bioquimico, mediante tecnicas
de andlisis proteico, como la electroforesis bidimensional o
monodimensional, ha sido también realizada por algunos
autores en el caso del sarcoma de Ewing (Moll y cols. 1987,
Modesti y cols. 1985, Dickman y cols. 1982). En un reciente
estudio, Moll y «cols. (1987), describe 1la presencia de
vi mentina, queratina, Yy neurofilamentos en extractos
proteicos realizados a partir de tumores de Ewing. En nuestro
estudio también confirmamos la presencia de neurofilamentos
(subunidad 160 Kd) y vimentina en los cuatro casos de sarcoma
de Ewing analizados, si bien nosotros sélo hemos detectado la
subunidad 200 Kd en una linea de sarcoma de Ewing.

Respecto a la presencia de queratina, que ha sido
detectada en algunas células de sarcoma de Ewing, por
inmunofluorescencia, no hemos podido confirmar tal resultado
con nuestra técnica de electroforesis monodimensional y
Western blot. La presencia de posibles contaminaciones,
reacciones cruzadas, etc., nos impidié valorar con seguridad

la positividad o negatividad de estas lineas celulares frente
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a tal antigeno. Es probable gque el anédlisis para 1la
demostracién de queratina en estos tumores requiera tecnicas
de electroforesis bidimensional, como han sido utilizadas por
Moll y cols. (1987).

En este estudio, tambi#én hemos tratado de detectar
bioquimicamente, ' la presehcia ‘de  HNK-1 en nuestras lineas
celulares, utilizando métodos de determinacién proteica.
Nuestros resultados encuentran justificacién en el reciente
trabajo de Lipinski y cols. (1987), al demostrar que HNK-1 no
reconoce a una proteina sino a un glicolipido &cido y su
determinacién bioquimica se debe realizar utilizando tecnicas
de cromatografia en capa fina.

Pocos estudios han sido realizados hasta el presente con
la aplicacién de técnicas de biologia molecular para la
tipificacién del sé}coma de Ewing. Como ya hemos sefialado Mc
Keon y cols. (1986) y Bechet y cols. (1984), demostraron la
expresién aumentada del protéoncogen c-myc en sarcoma de
Ewing, hecho que también confirmamos en este estudio, asi
como por otro lado 1la falta de expresidén del oncogen N-myc.
Sin embargo, en este trabajo, describimos por primera vez la
presencia de wuna expresién aumentada del protooncogen c-Ha-

ras en todas las lineas celulares analizadas del sarcoma de

Ewing.

El neuroepitelioma periférico , es un tumor menos

frecuente que el sarcoma de Ewing, derivado de la cresta

‘neural y que también estd incluido dentro del grupo de

tumores de células redondas de la infancia y adolescencia (
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Triche y cols. 1286, Yunis y cols. 1986). En el capitulo de
revisién bibliografica ya resaltédbamos, las dificultades de
nomenclatura y clasificacién que ha suscitado esta neoplasia,
asi como, insistiamos sobre las caracteristicas
anatomoclinicas y morfolbégicas mbés sobresalientes. Stout y
" Murray (1942) y Murray y Stout (1947), ya recalcaron la
importancia diagnéstica del cultivo de tejidos en el estudio
del neurcepitelioma periférico, describiendo perfectamente la
presencia de prolongaciones tipo neuritico en las células
tumorales cultivadas "in vitro".

En nuestros tres casos, la morfologia por contraste de
fase, ha sido muy similar a la observada en los casos de
sarcoma de Ewing, adoptando una disposicién "epitelioidea" en
placas confluentes. Tan s&lo, en uno de nuestros caps (Tc
135) hemos observado un fenotipo claramente neural, con
presencia de prolongaciones celulares provistas de
varicosidades tipo neuritas.También, otra de 1las 1lineas
analizadas (Tc 248) presenté6 en el explante inicial, claros
signos morfoldégicos de diferenciacién neural, con netas
prolongaciones citoplésmicas. Sin embargo, este cultivo
celular en los siguientes pases, perdid dichas
caracteristicas, adoptando un patrén morfolégico en placas
"epitelioideas".

La ultraestructura del neuroepitelioma periférico, ha
sido ampliamente identificada en estudios realizados sobre
material biépsico (Nesland y cols. 1985, Schmidt vy cols.
1985, Bolen y Thorning 1980, Mackay y cols. 1976). En general

se trata de células que presentan un nicleo mlds irregular que
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el del sarcoma de Ewing, con nucleolo evidente y cromatina
m&s condensada, asi como un citoplésma mi&s rico en orgénulos,
con presencia de filamentos intermedios, uniones estrechas
intercelulares, mitocondrias y ribosomas abundantes. En todos
estos estudios, se pone énfasis en la presencia de
prolongaciones ' neurales ~y"en' la  existencia de - gr&nulos
electrodensos (50-200 nm), tipificables como grénulos
neurosecretores.

En nuestro anélisis ultraestructural del material
procedente de las tres lineas celulares de neuroepitelioma
periférico, hemos podido comprobar este patrén morfoldgico,
aunque la presencia de elementos claramente neurales
(procesos citoplasmicos escasos, grdnulos neurosecretores),
es esparédica y apreciable sélo tras un detallado andlisis en
dos de nuestras tres lineas de neuroepitelioma periférico.

Inmunohistoquimicamente, el neuroepitelioma periférico
reacciona positivamente a la. Enolasa neuronai especifica,
hecho que ha permitido a algunos autores (Schmidt vy cols.
1985) a considerar esta reactividad como un claro signo
diferencial con el sarcoma de Ewing. La presencia de NSE en
esta dltima entidad, demostrada por nosotros junto con
Cavazzana y cols. 1987 y otros autores (Llombart Bosch y
cols. 1986, Kawaguchi y Koike 1986), lejos de diferenciar
estas dos neoplésias, supone una serie de similitudes, no
s6lo morfolégicos sino también inmunohistoquimicos entre
sarcoma de Ewing y neuroepitelioma periférico.

Efectivamente, en nuestro andlisis inmunohistoquimico,

con técnica de inmunofluorescencia, hemos podido comprobar,
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que al menos "in vitro", sarcoma de Ewing y neuroepite.ioma
periférico presentan la misma reactividad frente a los
marcadores utilizados. Asi, hemos detectado, al igual que
ocurre eﬁ el sarcoma de Ewing, la presencia de células con
queratina, vimentina, HNK-1, y neurofilamentos (160 y 200
Kd).

Estas similitudes en el comportamiento
inmunohistoquimico, entre sarcoma de Ewing y neurcepitelioma
periférico, han sido comprobadas a otro nivel por Donner y
cols. (1985), wutilizando un extenso panel de anticuerpos
monoclonales. Dichos autores detectaron 1la reactividad de
sarcoma de Ewing y neuroepitelioma ante los marcadores HLA-
ABC y B2 microglobulina (negativos en neuroblastoma).

En nuestro estudio bioquimico realizado con éxtractos
proteicos, hemos podido confirmar, mediante electroforesis
monodimensional y Western blot, la presencia de vimentina y
neurofilamentos (160 Kd) en ‘las tres lineas celulares
analizadas, al igual que ocurria con el sarcoma de Ewing. En
este estudio, tan sélo hemos encontrado un signo diferencial
frente al sarcoma de Ewing, y es la ausencia de reactividad a
la subunidad 200 Kd de los neurofilamentos, en el caso del
neuroepitelioma periférico, aunque bien es cierto que sélo en
una de Euestra lineas celulares de sarcoma de Ewing,
detectamos la presencia de dicha subunidad proteica.

Respecto al estudio de expresién de oncogenes,
confirmamos las anteriores observaciones de 1Israel y cols
(1985,1987), quienes demostraron la expresién de c-myc en el

sarcoma de Ewing y en el neuroepitelioma periférico, asi como
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la falta de expresidén y amplificacién de N-myc por estos
tumores, signo claramente diferenciador frente al
neuroblastoma. En nuestro trabajo hemos podido comprobar este
patrén de expresién de oncogenes, ademds de sefialar por
primera vez la expresién de c-Ha-ras - por estos dos
tipos de tumores. Confirmamos por tanto, que no sélo existen
coincidencias morfoldgicas entre sarcoma de Ewing y
neuroepitelioma periférico, sino también,
inmunohistoquimicas, biogquimicas asi como un comportamiento a
nivel de genética molecular muy parejo.

La deteccién de wuna anomalia cromosémica en el
neuroepitelioma periférico, como es la traslocacién reciproca
11;22 (Whang-Peng y cols. 1984), y su presencia también en el
sarcoma de Ewing (Aurias y cols. 1984, Turc-Carel y cols.
1984), refuerzan estos resultados en el sentido de que se
trata de dos tumores estructuralente e histogeneticamente
relacionados entre si y probablemente miembros de la misma

familia de tumores neuroectodérmicos.

El neuroblastoma, es quizds de todos los tumores de

células redondas de la infancia, el mds estudiado tanto a
nivel epidemiolégico, clinico, asi como también morfoldgico.
Las caracteristicas que describimos en el apartado de la
revisidén bibliogradfica en referencia a la edad de aparicién,
localizacién anatémica, capacidad metastésica, potencialidad
de regresién y diferenciacién (Triche y cols. 1986 ), separan
con bastante nitidez este tumor neural de los otros dos

anteriormente mencionados (sarcoma de Ewing y neuroepitelioma
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periférico).

El neuroblastoma, en sus variantes tipicas cuando
presenta signos de diferenciacién, no plantea en realidad
grandes problemas diaénésticos frente a los otros tumores de
células redondas. El problema surge cuando se trata de formas
inmaduras, de localizacién extraadrenal, o mé&s aln cuando
encontramos una neoplasia de este tipo metastésica en hueso.
En estos casos, la ausencia de un tumor primario adrenal,
plantea al patbélogo serios problemas diagndésticos. En este
sentido, basta recordar el famoso trabajo de Willis en 1940,
negando la existencia del sarcoma de Ewing como entidad
tumoral O6sea y proponiendo que en realidad dicho tumor
correspondia a meté&stasis de un neuroblastoma.

El valor del cultivo celular en el caso del
neuroblastoma, es importante, como ya sefialaron Murray y
Stout en 1947, pues es un tumor, que en la mayor parte de
casos cultivados tiende espontaﬁeamente a la produccién de
largos procesos neuriticos. Efectivamente, nosotros en las
dos lineas de neuroblastoma estudiadas, hemos podido apreciar
mediante microscopia conAéontraste de fases, la presencia de
estas prolongaciones neuriticas, largas y con escasas
varicosidades. Las células en el cultivo crecen formando
pequefios grupos siendo de menor tamafio que las observadas en
el neuroepitelioma periférico y el sarcoma de Ewing.

Ultraestructuralmente, el neuroblastoma ha sido
perfectamente definido por numerosos autores (Triche y cols.
1986, Yunis y cols. 1979, Misugi y cols. 1968, Luse y cols.

1964). La presencia de signos neurales es una constante
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presente en todos los trabajos: grénulos electrodensos, del
mismo tamafio, de tipo neurosecretor, procesos neuriticos y
uniones tipo sinapsis, han sido descritos en todos ellos. En
nuestro estudio ultraestructural del material procedente-de
cultivos, también hemos observado estos signos (granulos
neurosecretores y procesos neuriticos), la presencia de
abundante glucégeno citoplédsmico en neuroblastoma descrita
por algunos autores (Triche y Ross 1978, Yunis y cols. 1979)
y que pueden inducir a errores diagnésticos con el sarcoma de
Ewing, no ha sido confirmada en nuestro estudio "in vitro".

inmunohistoquimicamente,k la detecci6én de NSE en
neuroblastomas (Herschman y Lerner 1973, Tsokos Yy cols.
1984), llevé a pensar en la utilizacién de este marcador
neural, como un valioso signo diferencial con los otros tipos
tumorales de células redondas. Su presencia demostrada en
sarcoma de Ewing y neuroepitelioma periférico (Llombart Bosch
y cols. 1986, Cavazzana y cols i987, Kawaguchi y Koike 1986),
- minimiza dicho valor en el diagnéstico diferencial entre
‘estas neoplasias.

SI que es 1Gtil por el contrario, el empleo de
anticuerpos monoclonales (HSAN 1.2) en la descriminacién
entre el neuroblastoma, neuroepitelioma periférico, y sarcoma
de Ewing (Donner y cols. 1985).

Otros estudios inmunohistoquimicos, hacen referencia a
la deteccién de neurofilamentos en el neuroblastoma (Osborn y
cols. 1986, Trojanowsky y cols. 1984). En este trabajo, el
estudio por inﬁunofluorescencia, demuestra una fuerte

reactividad de 1las células tumorales a las dos subunidades
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analizadas (160 Kd, 200 Kd) de los neurofilamentos. Asimismo,
confirmamos la clara reactividad celular al HNK-1, y la
presencia del filamento intermedio tipo vimentina.

En relacién con el anélisis protéico por electroforesis
monodimensional y Western blot; llevado a cabo en este
estudio hemos confirmado la presencia de neurofilamentos. Uno
de nuestros resultados méds sorprendentes, ha sido la falta de
expresién y por tanto deteccién, del filamento intermedio
vimentina. Interpretamos este hecho suponiendo que si estas
células poseen "in vitro" esta proteina, ser&d en muy pequena
cantidad no siendo posible detectarla por la metodologia que
hemos utilizado.

El caracter adrenérgico del neuroblastoma (Mason y cols.
1957), y 1la presencia de tipicos gr&nulos neurosecretores
(Triche y cols. 1986), han dado paso a la caracterizacién
biogquimica de estos signos con los estudios realizados
mediante las cromograninas, en concreto el tipo A (0O’'Connor y
cols. 1983, Wilson y Lloyd 1984). Esta proteina ha sido
descrita por estudios inmunohistoquimicos en las células
tumorales del neuroblastoma (Wilson y Lloyd 1984), asi como
en organos neuroendocrinos Y sus derivados tumorales
(O'Connor y cols. 1983,1986, Angeletti y cols. 1986).

En nuestro estudio con extractos proteicos celulares,
hemos demostrado la presencia de cromogranina en los dos
neuroblastomas analizados, asi como constatado su ausencia en
los otros tumores revisados. La cromogranina por tanto, puede
ser utilizada como un auténtico marcador en el diagnéstico

diferencial de estas neoplasias.
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El neuroblastoma es un de los tumores que mé&s se han
estudiado desde el punto de genética molecular. La inicial
descripcién de la expresién del proto-oncogen N-myc (Schwab y
cols. 1983) por este tumor, y el valor gque esta expresién y

su posterior amplificacién tienen en relacién con los

- estadios avanzados, <y por tanto con un mal pronéstico de la

enfermedad (Seeger y cols. 1985, Rosen y cols. 1986, Brodeur
y cols. 1984, Michitsch y cols. 1984), han sido verdaderos
motores en la aplicacién de técnicas de biologia molecular al
diagnéstico histopatolégico.

En nuestro trabajo, hemos confirmado la expresidén de N-
myc en las dos lineas de neuroblastoma, asi como%la ausencia
de expresién del proto-oncogen c-myc, y ademds, también
seﬁélamos la presencia de c-Ha-ras en nuestras dos lineas
celulares.

Finalmente, queremos hacer unos breves comentarios
_aéerca de .ofro " tumor de céiulas redondas, como es el

rabdomiosarcoma. En nuestro trabajo hemos utilizado una sola

.linea celular de este tumor y siempre como control,
fundamentalmente negativo, de los distintos experimentos,
junto con otras lineas descritas en el apartado de material Y
métodos ( osteosarcoma y carcinoma de colon).

La morfologia del rabdomiosarcoma en cultivos, es
clafamente diferencial con los otros tumores analizadoé. La
presencia de = células redondas, fusiformes, y gigantes
multinucleadas, diferencia al rabdomiosarcoma del
neuroepitelioma periférico, neuroblastoma y sarcoma de Ewing.

Sin embargo, esta morfologia es comiin a otros sarcomas, COmO
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el osteosarcoma (vease descripcién de nuestro control HOS).

La ultraestructura del rabdomiosarcoma, también presenta
claros signos 'diferenciales con los tipos de tumores de
células redondas. La 'presencia de abundante material
fibrilar, tipo banda Z en nuestro caso, confirmé los
hallazgos logrados por -otros - autores (Gonzalez Crussi y
Black-Schaffer 1979, Dickman y Triche 1986).

Los estudios inmunohistoquimicos descritos en
rabdomiosarcomas (Tsokos y cols. 1983, Eusebi y cols. 1986),
hacen referencia a marcadores como la miosina, desmina, CKMM,
actina o mioglobina no utilizados en nuestro estudio.

Por otro lado, como era esperado, nuestra linea celular
de rabdomiosarcoma, ha sido negativa en todos los estudios
realizados con marcadores neurales, tanto en
inmunofluorescencia como en Western blot. =

Por contra, el comportamiento observado respecto al
patrén de expresién de oncogenes, es semejante al visto en
nuestros resultados con el sarcoma de Ewing y el
neuroepitelioma periférico (expresién de c-myc y c-Ha-ras), y
distinto al del neuroblastoma (ausencia de expresién de N-
myc), por lo que é nivel molecular este tumor no esta todavia

deslindado de los otros dos. -

Los otros controles utilizados en nuestro estudio, en

realidad no plantean problemas de diagnéstico diferencial con

los tumores de células redondas, desde el punto de vista
morfolégico. Conocido es que a nivel inmunochistoquimico, al
igual que ocurre con el sarcoma de Ewing, el osteosarcoma

produce vimentina (Loning y cols. 1985). En nuestro trabajo

oy
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hemos comprobado esta reactividad, aunque la utilizacidn de
la linea celular HOS, ha sido casi exclusivamente dirigida
como control negativo conocido de los distintos marcadores
neurales. -

Finalmente, las lineas celulares de carcinoma de colon y
fibroblastos normales, han sido wutilizadas como controles
positivos conocidos en la demostracién de queratina vy
vimentina respectivamente. A nivel morfolégico, no existen

problemas de diagnéstico diferencial entre estas lineas y los

tumores de células redondas.
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6. CONCLUSIONES
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l.- La morfologia ©&éptica por contraste de fase, de lps
cultivos celulares obtenidos a partir de tumores de células
redondas de 1la infancia vy adolescencia, aporta signos
diferenciales dtiles para el diagnéstico, como es la
presencia de numerosos procesos citoplésmicos de tipo neural
en el neuroblastomg y més ocasionales en el neuroepitelioma

periférico.

2.~ La ultraestructura de las celulas procedentes de los
cultivos de los tumores estudiados, no s6lo confirma las
im&genes a microscopia electrénica de los tumores vistos "in
vivo", sino que gracias al conocido fendémeno de
A3
diferenciacién esponténea "in vitro", encontramos también
algunos signos diagnésticos de maduracién como-por ejemplo la
aparicién de bandas VA en nuestra linea celular de

rabdomiosarcoma, no evidentes en el material Dbidpsico

original.

3.- Nuestro estudio inmunohistoquimico por
inmunofluorescencia indirecta a partir del material
procedente de cultivos celulares, aventaja a la
inmunohistoquimica realizada sobre secciones en parafina, por
cuanto en esta Gltima, todos los pasos técnicos de fijacién y

de inclusién pueden enmascarar o destruir ciertos antigenos
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celulares, situacién gque no se ha producido en nuestro

trabajo.

4.- Mediante nuestro andlisis inmunohistoquimico confirmamos
el caracter neuroectodérmico del neuroblastoma Y
- neuroepitelioma - periférico por- la deteccién  de antigenos

especificos como son los neurofilamentos y HNK-1.

5.- La deteccién focal de neurofilamentos, HNK-1, y queratina
en células del sarcoma de Ewing nos permite también postular

una diferenciacién neuroectodérmica de este tumor "in vitro".

6.- Nuestros resultados sobre 1los mismos tumores pero
utilizando el anédlisis protéico por electroforesis
monodimensional y Western-blot, confirman los hallazgos
obtenidos por inmunofluorescencia indirecta.

7.- La deteccién de la  subunidad 160 Kd de los

neurofilamentos en el sarcoma de Ewing, refuerza la teoria

neural en la histogénesis de esta neoplasia.

8.- La deteccién de cromogranina A en el neuroblastoma por
tecnica de Western-blot, confirma el caracter neural vy

adrenérgico de este tipo tumoral.

9.- También la ausencia de cromogranina en el sarcoma de
Ewing y en el neurocepitelioma periférico, descarta 1la

naturaleza adrenérgica de dichos tumores.
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10.- Nuestro estudio sobre la presencia de oncogenes
confirma, la marcada expresién de N-myc por las lineas
celulares de neuréblastoma, asi como su falta de expresién en
las lineas de neuroepitelioma periférico, sarcoma de Ewing y

- rabdomiosarcoma.

11.- Mediante el andalisis del RNA por Northern-blot,
demostramos la expresién del oncogen c-myc en el sarcoma de
Ewing, neuroepitelioma periférico y rabdomiosarcoma, asi como

su ausencia en las lineas de neuroblastoma.

12.- Mediante el andlisis del RNA, encontramos la expresién
del oncogen c-Ha-ras en todas 1las 1lineas celulares
. estudiadas.

13.- El1 andlisis morfolégico,inmunohistoquimico, bioquimico y
molecular que hemos efectuado en lineas celulares "in vitro",
confirma el estrecho paralelismo existente entre el sarcoma
de Ewing y el neuroepitelioma periférico, hasta el punto de
que podemos considerar a ambos tumores como miembros de la

misma familia de naturaleza neuroectodérmica.

14.- Nuestro eétudio también confirma, la entidad biolégica
propia del neuroblastoma diferenciandola del sarcoma de Ewing
y del neuroepitelioma periférico, en base no solo a signos
morfoldégicos, sino también a factores inmunohistoquimicos,

bioquimicos y de biologia molecular.
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