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Tormo, B. y otros: La microscopia electrénica en el diagndstico de los tumores de la infancia

Se estudian en nuestro laboratorio las biopsias de 14 casos de tumores en nifios. Se someten éstas
a una doble fijacién con glutaraldehido y dcido dsmico y se incluyen en araldita, Se observan los
cortes yltrafinos después de recibir contraste con acetato de uranilo y citrato de plomo en un micros-
copio electrénico Hitachi H-300. Se expresa que los resultados obtenidos, al estudiar la ultraestructura
de estos tumores, permite confirmar ¢l diagnédstico histolégico en algunos casos y llegar a conclusiones
diagnésticas en otros, en los que se plantearon varias alternativas sobre la histogénesis del tumor, asi
como cn los que el diagnéstico no fue posible por microscopia de luz. Se concluye que debe difun-
dirse el uso del microscopio electronico en ¢l campo de la patologia tumoral pediatrica en nuestro
medio.

INTRODUCCION

En el curso de los dltimos 10 afios ha venido déndosele cada vez mayor importancia al
microscopio electronico como instrumento auxiliar en el diagnostico de los tumores.!* 2

Con frecuencia, ¢l patélogo tiene dificultades cuando se trata de clasificar un tumor,
lo cual se debe al grado de diferenciacién o de anaplasia tumoral, a la forma en que el
tumor infiltra los tejidos sanos o a la respuesta histica en las zonas infiltradas. El empleo
de diversas coloragiones especiales suele facilitar el diagnéstico, pero puede ocurrir que
éstas sean insuficientes para aclarar la histogénesis del tumor, y se imponga entonces un
nivel de resolucién mayor que permita penetrar en el interior de las células neoplasicas
y determinar las caracteristicas ultraestructurales érgano-especificas que conservan estas
células neoplisicas y, por ende, pueden emplearse en el diagnéstico diferencial de los
tumores.

Aungque ciertamente el uso del microscopio electrénico en el diagnéstico diferencial
de las neoplasias malignas abre nuevas posibilidades, es necesario tener presente que este
método, aparte de sus ventajas, tiene también ciertas limitaciones, y no debe ser aplicado
en la gran mayoria de las biopsias que se resuelven por métodos convencionales.
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Fue objeto de nuestro trabajo estudiar y describir las caracteristicas uleraestructura-
les de aquellos casos de tumores de la infancia que presentaron varias alternativas histo-
légicas de clasificacién, asi como en los que el diagnéstico no fue posible a través de la
microscopia de luz, destacindose la utilidad diagnostica del microscopio electronico.

MATERIAL Y METODO

Se estudiaron 14 pacientes con neoplasias malignas o benignas del Servicio de Pedia-
trfa de nuestro Instituto en el periodo comprendido entre 1983 a 1984. En todos los
casos, el material fue estudiado por microscopia de luz por ¢l Departamento de Anatomifa
Patolégica de nuestro Centro y por microscopia electrénica en nuestro laboratorio. Para
el estudio con el microscopio electrénico se obtuvieron pequefios fragmentos de un mili-
metro de dimensién mayor, los cuales fueron fijados en glutaraldehido al 3,25 % en solu-
cién amortiguadora de fosfato pH 7,4, 0, 16 M a 4°C durante una hora y posfijados en
tetrabxido de osmio al 2% en igual tope durante una hora a 4°C, deshidratados en por
cientos crecientes de etanol y éxido de propileno e incluidos en araldita. Los cortes,
después de recibir contraste con acetato de uranilo y citrato de plomo, se observaron en
un microscopio electrénico Hitachi H-300.

ULTRAESTRUCTURA DE LOS TUMORES ESTUDIADOS

Al examinar los tumores con el microscopio electrénico, el niicleo nos proporciona
poca informacién, sin embargo, el citoplasma puede revelarnos las caracteristicas de la
célula que ha proliferado para producir la neoplasia.! Basado en esto, se analizaron las
caracteristicas ultraestructurales citoplasmiticas que identifican los tumores estudiados
y los diferencian de las demds ncoplasias, las cuales se relacionan comparativamente en
la tabla y que analizaremos en detalle a continuacion,

RABDOMIOSARCOMA

La importancia del rabdomiosarcoma embrionario y alveolar estriba en que éste
constituye el tumor maligno de los tejidos blandos mds frecuentes en pacientes menores
de 10 afios.! En nifios es frecuente la dificultad en el diagnéstico, datlo que pueden no
evidenciarse en cortes tefiidos con hematoxilina-eosina o hematosilina fosfotdngstica
los signos de diferenciacion del misculo esquelético.

Mis aiin, el tipo embrionario puede ser extremadamente dificil de distinguir de
otros tumores de células redondas en nifios, como el sarcoma de Ewing, el neuroblastoma
y el linfoma maligno no hodgkiniano. :

La presencia de estriaciones transversales en las células tumorales hace incuestionable
el diagnéstico histolégico de rabdomiosarcoma; sin embargo, es frecuente que éstas no se
identifiquen, pero el hallazgo ultraestructural de miofilamentos en distintos grados de
organizacién caracterizan esta afeccibn. (figura 1). Asimismo, suele observarse la forma-
¢ién de bandas electron-densas con aspecto de banda Z y la presencia de numerosos gra-
nulos de glucégeno en el citoplasma de los rabdomioblastos (figura 2).
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Tabla. Carac teristicas ultraestructurales diferenciales de los tumores de la infancia

Prolonga- Grinulos  Complejo
Glucs- Limina Microfilamentos//  ciones centro de unidn/f/ RER// Golgi
Tumer geno basal microtibulos celulares denso desmosomas Polirribosomas  mitocondrias
Rabdomio-
sarcoma ~[+++  =/++ thin-thick - - +f{= =/ {4+ = +i{+I+++
+i+++{f -
Meuroblas-
toma -+ -{+ thin Dendriticas  +f+++ =+ HEHHAAE H A
=f+/[+/++ ++++
Hemangio-
pericitoma  —/+ -+ [+t - - - —{+] =]+ A+ A+
Linfoma =+ ~ = - . B - A =l
Retino-
blastoma - - ++++/ - Unica - - =+ +{++ =l{++++
—f+++




Figura 2. Céluta de un ravdomiosarcoma em-
brionario con numerosos miofilamentos distri-

Figura 1. Rabdomiosarcoma embrionario. Pre- buidos al azar, en los que se observan en ocasio-
sencia de numerosos granulos de glucdgeno nes bandas electrodensas (flecha) con aspecto
enfre bandas paralelas de  miofilamentos. de banda zeta.

NEUROBLASTOMAS

El neuroblastoma es un tumor que afecta principalmente a nifios menores de 5 afios.
Cuando histolégicamente no se ven las rosetas clisicas, los neuroblastomas pueden con-
fundirse con linfomas y leucemias en los nifios y adolescentes.! El hallazgo ultraestruc-
tural de prolongaciones celulares dendriticas, con grinulos neurosecretores ¥ micro-
tibulos o ambos, asi como desmosomas entre las células son muy caracterfsticas del
neuroblastoma.

Estas caracteristicas los hacen inconfundibles a nivel ultraestructural, ¥ aunque
nuestra experiencia en este sentido es limitada, sugiere que, al igual que en el caso de
los rabdomiosarcomas, el estudio con el microscopio electrénico debe hacerse no sélo
en los tumores diagnosticados como tales, sino también en los casos donde el diagnéstico
histolégico de neuroblastoma o rabdomiosarcoma se haya sugerido como una posibi-
lidad, por las implicaciones terapéuticas que tiene.

LINFOMAS NO HODGKINIANOS

Con el microscopio electrénico, el diagnéstico diferencial de los linfomas se esta-
blece por la ausencia de las estructuras que caracterizan a las células de las otras neopla-
sias de células redondas, como los rabdomioblastos, los neuroblastos, las células epite-
liales. etcétera.

El linfoma linfoblistico o convoluto, el linfoma indiferenciado no Burkitt, el lin-
foma de Burkitt y el linfoma inmunoblistico, son los linfomas no hodgkinianos mis
frecuentes en los nifios.* El hallazgo ultraestructural de nicleo de forma variada, con
hendiduras redondeadas o irregulares y citoplasma con abundantes polirribosomas en
ausencia de medios de unién intercelular o de filamentos citoplasmiticos, conducen
a corroborar el diagnéstico de linfoma indiferenciado (figura 3), mientras que para el
linfoma de Burkitt, a pesar de que el estudio ultraestructural es importante, éste debe
completarse con estudios citoquimices, de igual modo que en otros linfomas son nece-

sarios los estudios inmunolégicos.
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Figura 3. Presencia de células con nicleos de
forma variada, redondeados, con hendiduras
o irregularidades v citoplasma con abundantes
polirribosomas en ausencia de medios de unién
intercelular o de filamentos citoplasmdticos,
caracteristicas gue hacen el diagnostico de lin-

HEMANGIOPERICITOMA MALIGNOG

El diagnéstico especifico del heman-
giopericitoma maligno es importante,
puesto que es un tumor localmente agre-
sivo e infiltrante,® aunque en nifios suele
tener una evolucion mis benignz.ﬁ

El estudio con el microscopio elec-
tronico es un método muy valioso para
clasificar el diagnéstico de hemangioperi-
citoma, pues permite descartar otros
tumores vasculares, donde la proliferacién
neoplasica corresponde a células endo-
teliales.

Se caracteriza este tumor por células
de nicleo ovalado, generalmente de bor-
des lisos, citoplasma con numerosas

foma indiferenciado. mitocondrias, ribosomas libres y reticulo

endoplasmatico rugoso, asi como aparato
de Golgi no prominente, Ademas, pueden observarse filamentos dispersos (figura 4) y
vesiculas pinociticas. Separa las células tumorales de las vecinas una membrana basal, y se
pueden observar uniones tipo zénula ocludens y desmosomas entre las células (tigura 5).

Figura 4. Hemangiopericitoma: célula con fila.
mentos finos (flecha) prosimes ol miclee ova-
lade ademds de mitocondrias, vesiculas v cuer
pos densos dispersos en ol citaplasma,

thura 5. Microfotografia de un hemangioperi-
citoma, donde se ilustra la presencia de desmo-
somas  (flecha) entre las células tumorales.

RETINOBLASTOMA

Es el tumor mis frecuente del ojo en nifios menores de 5 afos.de edad. Sus células
presentan forma de bulbo en un extremo y se prolongan hacia el otro a semejanza de
los fotorreceptores de la retina.? En los tumores diferenciados, el nicleo es de bordes
lisos y estd rodeado de escaso citoplasma (figura 6). En la prolongacién citoplasmitica
de la célula se observan fibrillas, vacuolas, algunos cuerpos densos y mitocondrias. Las
c€lulas se disponen formando rosetas.
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En los tumores indiferenciados, el niicleo que ocupa la mayor parte de las células
es claro, de bordes irregulares, y puede observarse la presencia de bolsas nucleares y
nucleolos pequefios. El citoplasma presenta numerosas mitocondrias, escasos cuerpos
densos, vacuolas y, a veces, fibrillas (figura 7). Caracterizan el tumor indiferenciado la
formacion de seudorrosetas (figura 8).

Figura 6. Retinoblastoma aiferencidds: prresen-
cia di micleo de bordes lisos redvade de escaso
citoplasma y prolongaciones citoplasmaticas on
las que se observan fibrillas, vacuolas y escasas
mitecondrias,

Figura 8. La micrafotografia muestra la presen-
cig de cflulas tumorales dispuestas  alrede-
dor de un capilar en correspondencia con la
imagen de sendorroseta de la microscopia de
luz, que caracteriza al retingblastoma indife-
renciada,

Figura 7. Retinoblagtoma indiferenciado: se
observan células de nbclee grande, clare, de
bhordes  irregulares vy nueleele  peguefio. Se
destacan on ol citoplasma la presencia de nume-

rosas mitocondrias {(flecha).

DISCUSION

En este trabajo hemos pretendido
actualizar el conocimiento sobre algunos
aspectos ultraestructurales de la patolo-
gia tumoral, especialmente en tumores
malignos de la infancia.

Los resultados obtenidos en nuestro
laboratorio nos permitieron confirmar
el diagndstico histologico en algunos
casos y llegar a conclusiones diagnasticas
en otros, en los que se plantearon varias
alternativas sobre la histogénesis del
Tumaor.

En el diagndstico diferencial de los
tumores desempeiian una funcién pri-
mordial las caracteristicas ultraestructura-
les citoplasmaticas, asf, la presencia en
el citoplasma de miofilamentos en distin-

tos grados de organizacién, maxime estriaciones transversales en las células tumorales,
hace incuestionable el diagnéstico histolégico de rabdomiosarcoma, lo cual es avalado
por los resultados de Garcia Thmﬂ}ra,l Khan y colaboradores® y Mierau y Favara.” Las
prolongaciones celulares y dentriticas con grinulos neurosecretores de centro denso son
muy caracteristicas de neuroblastoma, lo que coincide con lo informado por Taxy,®
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Romansky y colaboradores® y Garcia Tamayo;' mientras que una forma de reconocer
los linfomas no hodgkinianos es por la ausencia de las estructuras que son propias de
otras neoplasias de células redondas, segiin también refiere Garcia Tamayo. 1

Ha de tenerse en cuenta que el diagndstico por microscopia electrénica debe conju-
garse con los resultados obtenidos por la microscopia de luz, ya que uno de los hechos
que primero enfrenta quien examina los tumores con el microscopio electronico es la
ausencia de caracteristicas especiales a las células malignas, Esto, segiin Raikhlin y cola-
boradores? limitan el uso de este método en el diagndstico primario de las neoplasias
y de acuerdo con el criterio de Garcia Tamayo® obliga a la necesidad de llegar a conclu-
siones diagnésticas mediante la comparacién entre los organelos de las células tumorales
y sus contactos con otras células y de la relacién entre estos hallazgos y la histologia.

Entre las limitaciones del microscopio electrénico se encuentran el pequefio tamaiio
de las muestras; la imposibilidad de utilizar coloraciones; la falta de idea de la organiza-
cién histica; solamente observamos células, y por lo tanto, el arreglo alveolar, en cordo-
nes, nidos, etcétera, se pierde a nivel ultraestructural. Finalmente, el estudio con el
microscopio electronico consume gran cantidad de tiempo, es un método costoso y
requiere una preparacion especial del investigador. Por todo lo anterior, no debe ser apli-
cado en la mayoria de las biopsias que se resuelven por métodos convencionales.

A pesar de las limitaciones del método la microscopia electrénica, resulta dtil en el
diagnéstico de un nimero considerable de tumores, criterio éste compartido por Rosai
y Rodriguez'® entre otros miltiples autores.

Por todo lo antes seiialado, concluimos que la utilizacién del microscopio electro-
nico, como instrumento auxiliar en el diagnéstico de los tumores, es de una valiosa
ayuda, y por ende, debe difundirse su uso en el campo de la patologia tumoral pedia-
trica en nuestro medio.

SUMMARY

Torme, B. et al.: Electron microscopy in the diagnosis of tumors in childhood,

Biopsies of 14 cases of tumors in children are studied in our laboratory. The biopsies are submitted
to double fixation with glutaraldhyde and osmic acid and are included into araldite. After contrast
with uranyl acetate and lead citrate, ultrathin sections are observed in a Hitachi-300 clectron
microscope. Results from ultrastructural study of these tumors allows to verify, in some cases, histolo-
gic diagnosis and, in other cases, to get to diagnostic conclusions, where several alternatives on histo-
genesis of the tumor were stated, as well as in those in which diagnosis by light microscopy was not
possible, It is concluded that the use of clectron microscope in the field of pediatric tumoral patha-
logy must be spread out.

RESUME
Torme, B. et al.: La microscopie électronique dans le diagnostic des tumeurs chez Venfant,

Les biopsies de 14 cas de tumeurs chez des enfants sont étudides dans notre laboratoire, oi elles
sont soumises i une double fixation par glutaraldéhyde et acide osmigue, avec inclusion en araldite.
Aprés avoir regu le contraste [acétate d'uranyle et citrate de plomb), les coupes ultrafines sont obser-
vies 3 I'aide d'un microscope électronique Hitachi H-300, Les résultats obtenus lors détudier I'ultra-
structure de ces tumeurs, permettent de confirmer le diagnostic histologique dans certains cas, et
d'arriver & des conclusions diagnostiques dans d'autres cas pour lesquels il y avait diverses alterna-
tives sur I'histogenése de la tumeur, ainsi que dans des cas ofi le diagnostic n'a pas ét¢ possible en
microscopie de lumiére. Les auteurs concluent qu'il faut diffuser Pemploi de la micrescopie élec-
tronique dans le domaine de la pathologie tumorale pédiatrique dans notre milieu.
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