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RESUMEN

El cancer es un problema comin en la practica veterinaria de pequefios animales.
Debido a los grandes avances en equipamiento de las clinicas veterinarias en investigaciones
sobre las causas de las enfermedades caninas y felinas, el diagndstico de las neoplasias es

cada vez mas frecuente.

La piel y los tejidos blandos son los sitios mas comunes de desarrollo tumoral, y se
ha evidenciado que dentro de los tumores méas prevalentes en piel se encuentran los
mastocitomas. Estos tumores han sido muy evaluados por diversos pat6logos, existiendo en
consecuencia distintos modelos para la clasificacion histopatoldgica, la cual es una

herramienta de gran valor para los clinicos para realizar tratamientos adecuados.

El siguiente estudio retrospectivo analiza y clasifica diversas muestras de tejidos
neoplasicos previamente diagnosticados como mastocitomas, que han sido procesados en los
laboratorios de Patologia Animal de la Universidad Nacional de Rio Cuarto y el laboratorio

privado LAIVET, siguiendo los modelos de clasificacion de Patnaik y Kiupel.

Palabras claves: Cancer, Mastocitoma, Histopatologia, Patnaik, Kiupel
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SUMMARY

Cancer is a common problem in the veterinary practice of small animals. Due to the
great advances in both the equipment of veterinary clinics and the research on the causes of
canine and feline deseases, the diagnosis of neoplasms increasingly frequent.

The skin and soft tissues are the most common sites of tumor development, and it
has been demonstrated that mastocytomas are among the most prevalent skin tumors. These
tumors have been highly evaluated by various pathologists, and there are different models
for histopathological classification, which is a valuable tool for clinicians to perform

appropriate treatments.

The following retrospective study aims to analyze and classify various samples of
neoplastic tissues previously diagnosed as mastocytomas, which have been processed in the
laboratories of Animal Pathology of the National University of Rio Cuarto and the laboratory

private veterinary LAIVET, following Patnaik and Kiupel classification models.

Keywords: Cancer, Mastocytoma, Histopathology, Patnaik, Kiupel.
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INTRODUCCION
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INTRODUCCION
La neoplasia es un problema comun en la practica veterinaria de pequefios animales,

siendo el diagndstico de las mismas cada vez mas frecuente. El término neoplasia se refiere a
una masa anormal de tejido que es independiente del control de crecimiento que se ejerce en
los tejidos y células del organismo. Los términos neoplasia y tumor son empleados
indistintamente para indicar crecimientos benignos o malignos y por tal motivo son
erroneamente equiparados como sindnimos a pesar de que el término tumor es mas ambiguo
debido a que sélo indica cualquier masa localizada de tejido (Camacho, 2001). El término
cancer se utiliza para referirse a las neoplasias malignas ya sea que se trate de un carcinoma
si el tejido es de origen epitelial o de un sarcoma si el tejido es de origen mesenquimatico.
Por consiguiente, podemos definir que un tumor maligno es una enorme agregacion de
celulas cancerosas descendientes de una célula fundadora aislada. Esta célula inicial que le
dio origen antes era una célula de funcionamiento normal. De alguna manera experimenta un
cambio fundamental en el cual comienza a dividirse y proliferar en forma auténoma con
independencia de la respuesta a los estimulos externos que son necesarios para el
crecimiento celular. De esta manera, la célula origina millones de otras células igualmente
alteradas que constituyen la masa tumoral. Estos pasos de transformacion y proliferacién no
suelen estar bien definidos debido a la dificultad de estudiar la evolucién de un cancer
natural en el paciente individual. Un concepto importante que es universalmente aceptado, es
gue el cancer es una enfermedad genética, aungue no es siempre hereditario. Las células
neoplasicas difieren de las normales porque muestran proliferacion incontrolada
independiente del requerimiento de nuevas células, dificultad en la diferenciacién celular,
alteracion en la comunicacion y adherencia celular. Los genes especificos pueden estar
activados (conocidos como oncogenes), 0 estar inactivados (genes supresores de tumores), 0
tener su nivel de expresion alterado.

Los cambios genéticos pueden ocurrir en las lineas celulares germinales y por lo tanto estar
presentes en todas las células del cuerpo en el momento del nacimiento o, mucho mas
comun, pueden ocurrir en forma espontanea en células somaticas como parte del proceso de
envejecimiento. El acimulo de mutaciones espontaneas ocurre con bastante lentitud, pero a
menudo hay factores externos que aceleran la velocidad de acumulacion, pudiendo estos ser
factores bioldgicos, fisicos o quimicos. Debido a que la piel es el 6rgano mas grande y
facilmente observable del cuerpo, no debe sorprender que los tumores de piel sean las
neoplasias mas comunes en el perro y el gato. Por su estructura compleja, es factible que se
produzcan una gran variedad de tumores en la piel, ademas del posible desarrollo de tumores

secundarios (metastasicos).
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Los tumores cutaneos representan alrededor de un tercio de todos los tumores caninos
(Morris y Dobson, 2002). La piel comprende dos estratos; la epidermis (epitelio escamoso
estratificado) y la dermis (tejido conectivo laxo). Ademas, cuenta con glandulas sebaceas y
sudoriparas, como asi también con foliculos pilosos. Estas en conjunto conforman
estructuras anexas de la piel. Cabe sefialar que también se presentan melanocitos, histiocitos
y mastocitos dérmicos. Cualquiera de estos tejidos y células pueden dar lugar al inicio de
neoplasias benignas o malignas.

Dentro de las diversas neoplasias que pueden desarrollarse en la piel de los caninos, se
destaca la importancia que han tomado las mastocitomas, tumor originado de las células
denominadas mastocitos, labrocitos o bien células cebadas. Aunque el mayor nimero de
células mastociticas se localizan en el pulmén y tracto gastrointestinal, el crecimiento
tumoral de este tipo es con frecuencia en dermis y tejido subcutaneo. Es infrecuente la
presentacién en otros sitios como crecimiento primario, pero se ha reportado en cavidad oral,
nasofaringe y laringe (Patnaik et al., 1984; Pollack et al., 1991). La diseminacién visceral
gue involucra higado y bazo es considerado por lo general un evento metastasico de tumores
agresivos de ubicacion dérmica o subcutanea (O’Keefe et al., 1987). Existen varios estudios
en los que los hallazgos indicaron que la piel y los tejidos blandos son los sitios mas
comunes de desarrollo tumoral, seguidos por la glandula mamaria, los tejidos
hematopoyéticos (incluyendo los linfoides), el aparato urogenital, los 6rganos endocrinos, el
tubo alimentario y la orofaringe (Becerra, 2014).

El pronostico de las neoplasias dependera del comportamiento biolégico y estadio de la
enfermedad. ElI examen histopatoldgico constituye un método diagndstico confiable,
permitiendo la tipificacion y la gradacién del tumor, teniendo en cuenta diversos factores
como infiltracién vascular, grado de pleomorfismo, indice mitético, necrosis y compromiso
de la pieza quirurgica. Para la mayoria de los tumores el tratamiento de eleccion es la cirugia
precoz, aunque en algunos casos el uso de quimioterapia, radioterapia, terapia fotodindmica,
inmunoterapia, pueden estar indicados.

Los mastocitos son células hematopoyéticas con origen en la médula 6sea (a partir de células
pluripotenciales CD34+), se distribuyen a los tejidos por via sanguinea, donde adquieren
granulos citoplasméticos y culminan su diferenciacion (Paz et al., 2005). Los mastocitos
maduros suelen observarse en el tejido conectivo de todos los tejidos, siendo especialmente
abundantes por debajo de las superficies epiteliales (Lemarié et al., 1995) y también en
aquellos tejidos que tienen contacto con antigenos externos (piel, aparato respiratorio y
digestivo) (Tellado, 2016). Estas células son por lo general de forma redondeada y su tamafio

puede alcanzar tres veces el de un polimorfonuclear neutrofilo. Posee un nucleo oval o
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redondo basofilico y de posicion central o paracentral, el citoplasma cuenta con numerosos
granulos que almacenan sustancias que caracterizan la funcién de estas células. Las células
cebadas juegan un papel importante en la iniciacién de la respuesta inmune, interviniendo en
la migracion y activacion de neutrofilos, asi como en reacciones de hipersensibilidad. Las
células cebadas maduras presentan granulos citoplasméaticos que contienen mediadores
bioactivos.

Como bien se sabe los tumores de células cebadas tienen un comportamiento biolégico que
varia ampliamente. Es por esto que la clasificacion histopatolédgica se torna una herramienta
prondstica muy importante. Varios sistemas de clasificacién se han propuesto, y entre ellos
la clasificacion de Patnaik es la mas utilizada (Moulton, 1990; Patnaik et al., 1984). El
sistema de Patnaik clasifica dichos tumores en tres grados segin las caracteristicas
histolégicas que incluyen celularidad, morfologia celular, invasividad, actividad mitética y
reaccion estromal. De acuerdo a esta clasificacion, los mastocitomas bien diferenciados
(grado 1) llevan un excelente prondstico a largo plazo, mientras que los mal diferenciados
(grado 111) son localmente invasivos y tienen mas probabilidades de realizar metastasis, por
lo que no solo se recomienda la cirugia sino también la quimioterapia. Por el contrario, el
comportamiento de los mastocitomas intermedios (grado Il) es mas dificil de predecir. La
mayoria de los grados Il son resueltos mediante cirugia, pero entre un 5 a 22% realizan
metéstasis (Sabattini et al., 2015).

Es por esto que para mejorar la concordancia entre patélogos y reducir asi la incertidumbre
pronostica del grado intermedio del sistema de Patnaik, Kiupel propuso un sistema de
clasificacion histoldgica de dos niveles (Kiupel et al., 2011). Segln este nuevo sistema, el
diagndstico de un Mastocitoma de alto grado se caracteriza por tener cualquiera de los
siguientes criterios: al menos siete figuras mit6ticas en diez campos de alta resolucion, al
menos tres células multinucleadas en diez campos de alta resolucidén, al menos tres nicleos
extrafios en diez campos de alta resolucion y cariomegalia. Todos otros tumores se
consideran de bajo grado.

Cabe sefialar que dentro del diagnostico de los mastocitomas, puede contarse con una
herramienta que tiene como base la inmunohistologia.

Poco se sabe acerca de la sobrevida en los casos presentes en nuestra region.

Segun la bibliografia consultada, el mastocitoma canino es el tumor cutaneo méas frecuente
en perros, con una incidencia del 20 al 25% de los tumores cutaneos y subcutaneos (Bostock,
1973). Estudios anteriores (Redondo et al., 2011) corroboran estos datos en nuestra zona de
influencia. Las razas braquiocefalicas tienen predisposicion a desarrollar este tipo de

tumores. EI Boxer tiene més riesgo de padecer este tumor, pero suelen desarrollar formas
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bien diferenciadas y multiples, por lo que en esta raza suelen tener buen pronostico (Tellado,
2016). El Pug y el Sharpei suelen tener mastocitomas muy agresivos, con una forma de
presentacion difusa en la que los limites de la lesion no son precisos. Es méas frecuente la
presentacién en perros de edad avanzada, aunque puede generarse en ejemplares jovenes con
menor frecuencia. El porcentaje de sobrevida citado en la literatura consultada es muy bajo,
siendo de 51 semanas en los tumores més diferenciados, 28 semanas en los intermedios y en
los mas indiferenciados 18 semanas. En nuestra regidn, estos datos no han sido contrastados
debido a la complejidad en el seguimiento de los casos. Los tratamientos son discutidos y los
resultados variables, aungque en general son poco eficaces. Tampoco estan claros los factores
gue podrian condicionar la aparicién de dicha patologia. Se ha demostrado la presencia de

una posible etiologia viral, pero no se descartan otras causas (Miller et al., 2002).
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MARCO TEORICO

HISTOLOGIA DE LA PIEL
La piel y sus derivados constituyen el tegumento. La piel forma la cubierta externa

del cuerpo y es su drgano mas grande dado que representa del 15 al 20% de su masa total.

Esta constituida por dos estratos principales:

La epidermis, compuesta por un epitelio estratificado plano queratinizado que crece

constantemente pero mantiene su espesor normal por el proceso de descamacién. La

epidermis deriva del ectodermo.

La dermis, compuesta por un tejido conjuntivo denso que provee sostén mecéanico,

resistencia y espesor de piel. Deriva del mesodermo.

La hipodermis contiene una cantidad variable de tejido adiposo organizado en lobulillos

separados por tabigques de tejido conjuntivo. Esta situada a mayor profundidad que la dermis

y equivale al tejido celular subcutaneo.

Los derivados epidérmicos de la piel comprenden estructuras y productos como:

Foliculos pilosos y pelo

Gléandulas sudoriparas

Gléandulas sebaceas

Urias

Glandulas mamarias.

La piel y sus anexos forman un 6rgano complejo (figura 1) compuestos por muchos
tipos diferentes de células cuya diversidad y capacidad de actuar en conjunto
proveen una serie de funciones que permiten que los individuos se enfrenten al

medio externo.
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Figura 1: diagrama que ilustra los diferentes componentes del tegumento. Se
pueden evidenciar ambos estratos; epidermis y dermis. Asi mismo, se aprecia un
corte longitudinal de un foliculo piloso, que es acompafiado por las glandulas
sebaceas y sudoriparas. En la profundidad, se encuentra la hipodermis, donde se
alojan los vasos sanguineos que irrigan la piel. (Weiss, 1988)

Las funciones principales de la piel son:

Actuar como una barrera de proteccion contra agentes fisicos, quimicos y biol6gicos
del medio externo.

Proveer informacion inmunoldgica obtenida durante el procesamiento antigénico a
las células efectoras adecuadas del tejido linfatico.

Participar en la homeostasis al regular la temperatura corporal y la pérdida de agua.
Transmitir informacion sensitiva acerca del medio externo al sistema nervioso.
Desempefiar funciones enddcrinas al secretar hormonas, citosinas y factores de
crecimiento y al convertir moléculas precursoras en moléculas maduras con
actividad hormonal (vitamina D)

Intervenir en la excrecién a través de la secrecion exdcrina de las glandulas

sudoriparas ecrinas y apocrinas y de las glandulas sebaceas.
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EPIDERMIS

Estd compuesta por un epitelio estratificado plano en el que pueden identificarse cuatro
estratos bien definidos, siendo los siguientes, desde la profundidad hacia la superficie:
(figura 2)

e Estrato basal, también llamado estrato germinativo por la presencia de células con
actividad mitética, que son las células madres de la epidermis.

o [Estrato espinoso, también Ilamado estrato de células espinosas por el aspecto
microscopico optico caracteristico de sus componentes celulares con proyecciones
cortas que se extienden de una célula a otra.

e Estrato granuloso, cuyas células contienen granulos abundantes que se tifien
intensamente.

e Estrato llcido, limitado a la piel gruesa y considerado una subdivision del estrato
corneo.

e Estrato corneo, compuesto por células queratinizadas.

Stratum corneum
Stratum lucidum

Stratum granulosum
Stratum spinosum

Langerhans’ cell
Merkel cell ——————
Melanocyte

Epidermis

Blood vessel

Stratum basale

Figura 2: diagrama que ilustra los distintos estratos correspondientes a la epidermis;
pudiéndose diferenciar desde la parte mas externa hacia el interior: estrato corneo,
estrato lucido, estrato granuloso, estrato espinoso y estrato basal. Entre el estrato
espinoso se encuentran otras células fundamentales como las células de Langerhans,
melanocitos, y células de Merkel. (Weiss, 1988)

El estrato basal consiste en una capa celular de una sélo célula de espesor que se apoya sobre
la lamina basal (figura 4). Posee las células madre que dan origen a células nuevas, los
queratinocitos, por division mitotica. Las células son pequefias y cubicas o cilindricas bajas.
Tienen una cantidad menor de citoplasma que las células del estrato que estd por encima; en
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consecuencia, sus ndcleos estdn mas juntos. La disposicion de los ndcleos, en combinacion
con el citoplasma basofilo de estas células, imparte una basofilia pronunciada al estrato
basal. Las células basales también contienen en su citoplasma cantidades variables de
melanina que se transfiere desde los melanocitos vecinos dispersos en este estrato celular.
Conforme se originan por division mitdtica en este estrato, los queratinocitos nuevos se
desplazan hacia el estrato siguiente, con lo que inician su proceso de migraciéon hacia la
superficie. Este proceso termina cuando la célula se convierte en una célula queratinizada
madura que al final se descama de la superficie de la piel.

El estrato espinoso tiene por lo menos varias células de espesor (figura 4). Sus células son
méas grandes que las del estrato basal y las multiples proyecciones citoplasmaticas o
“espinas” que poseen le dan su nombre a este estrato. Las proyecciones citoplasmaticas estan
unidas a proyecciones similares de células contiguas por medio de desmosomas. Con el
microscopio 6ptico el sitio donde se encuentra el desmosoma aparece como un
engrosamiento pequefio denominado nodo de Bizzozero. Conforme maduran y se desplazan
hacia la superficie las células aumentan de tamafio y se adelgazan en un plano paralelo al
superficial. Esta disposicion es particularmente notable en las células espinosas mas
superficiales, cuyos nlcleos también se alargan en lugar de ser ovoides para adecuarse a la
forma aplanada que han adquirido las células.

El estrato granuloso, la capa mas superficial de la porcién no queratinizada de la epidermis,
tiene de una a tres células de espesor (figura 4). Las células poseen numerosos granulos de
queratohialina, de alli el nombre de este estrato. Los granulos contienen proteinas con
abundancia de cistina e histidina, que son las precursoras de la proteina filagrina que
aglomera los filamentos de queratina presentes dentro de las células cornificadas del estrato
corneo. Los granulos de queratohialina son de forma irregular y de tamafio variable. A causa
de su basofilia intensa se identifican con facilidad en los cortes histol6gicos de rutina.

Por lo general hay una transicion brusca entre las células nucleadas del estrato granuloso y
las células anucleadas, planas y desecadas del estrato cérneo. Las células del estrato corneo
son las més diferenciadas de la epidermis. Pierden su nicleo y sus organulos citoplasmaticos
y se llenan casi por completo de filamentos de queratina. La gruesa membrana plasmética de
estas células queratinizadas cornificadas estd cubierta por fuera, en la porcién mas profunda
de este estrato, por una capa extracelular de lipidos que forman el componente principal de la

barrera contra el agua en la epidermis.
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DERMIS

En los cortes de piel perpendiculares a la superficie pueden observarse evaginaciones
digitiformes de tejido conjuntivo, llamadas papilas dérmicas, que empujan la parte profunda
de la epidermis. Las papilas se complementan con las que parecen ser proyecciones similares
de la epidermis, llamadas crestas epidérmicas o redes de crestas epidérmicas, que se hunden
en la dermis.

La inspeccion del espesor de la dermis, permite identificar dos capas de estructura bien
definida:

La dermis papilar, la mas superficial, consiste en tejido conjuntivo laxo ubicado justo
debajo de la epidermis. Los haces de fibras colagenas de esta parte de la dermis no son tan
gruesos como los de la porcibn méas profunda. Esta red colagena contiene en forma
predominante moléculas de colageno de tipo | y de tipo Ill. De modo similar, las fibras
elasticas son filiformes y se organizan en una red irregular. La dermis papilar es
relativamente delgada e incluye la sustancia de las papilas y las crestas dérmicas. Contiene
vasos sanguineos que irrigan la epidermis pero no se introducen en ella. También contiene
prolongaciones nerviosas que terminan en la dermis o perforan la lamina basal para
introducirse en el compartimento epitelial.

La dermis reticular es profunda con respecto a la dermis papilar. Aunque su espesor varia
en diferentes partes de la superficie corporal, siempre es bastante mas gruesa y contiene
menos células que la dermis papilar. Se caracteriza por tener gruesos haces irregulares de
fibras colagenas sobre todo de tipo | y fibras elasticas mucho menos delicadas. Estas fibras
colagenas y elésticas no estan orientadas al azar sino que forman las lineas regulares de

tension de la piel que se conocen con el nombre de lineas de Langer.

CELULAS DE LA EPIDERMIS
Las células de la epidermis pertenecen a cuatro tipos celulares diferentes:

e Queratinocitos

e Melanocitos

e Células de Langerhans

e Células de Merkel
El queratinocito es el tipo celular predominante de la epidermis. Estas células se originan en
el estrato epidérmico basal. Al abandonar este estrato los queratinocitos pasan a cumplir dos
actividades esenciales: a) producen queratina, la principal proteina estructural de la
epidermis. La queratina constituye casi el 85% de los queratinocitos diferenciados por

completo; b) participan en la formacion de la barrera contra el agua de la epidermis.
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Los queratinocitos del estrato basal contienen abundantes ribosomas libres, filamentos
intermedios (de queratina) de 7 a 9 nm dispersos, un aparato de Golgi pequefio, mitocondrias
y reticulo endoplédsmico rugoso (RER). El citoplasma de los queratinocitos inmaduros
aparece basofilo en los cortes histoldgicos a causa de la gran cantidad de ribosomas libres, la
mayoria de los cuales se ocupan de la sintesis de la queratina que luego se ensambla en los
filamentos de queratina.

En la parte mas superficial del estrato espinoso los ribosomas libres dentro de los
gueratinocitos comienzan a sintetizar granulos de queratohialina que se convierten en la
caracteristica distintiva de las células del estrato granuloso. Los granulos de queratohialina
contienen las dos proteinas principales asociadas con los filamentos intermedios; la filagrina
y la tricohialina. Conforme aumenta la cantidad de granulos el contenido de estos se libera
hacia el citoplasma del queratinocito. La filagrina y la tricohialina funcionan como
promotoras de la aglomeracion de los filamentos de queratina en tonofibrillas, lo que inicia
la conversién de las células granulosas en células cornificadas. Este proceso recibe el
nombre de queratinizacion y ocurre en 2 a 6 horas, el tiempo que tardan las células en
abandonar el estrato granuloso y entrar en el estrato cérneo. Las fibrillas de queratina que se
forman en este proceso son de queratina blanda, a diferencia de la queratina dura del pelo y
las unas.

La transformacion de una célula granulosa en una célula cornificada también comprende la
desintegracion del nucleo y otros organulos y el engrosamiento de la membrana plasmatica.
Por Gltimo, las células se descaman con regularidad de la superficie del estrato cérneo.
Cuando los queratinocitos del estrato espinoso comienzan a producir granulos de
queratohialina también producen unas vesiculas limitadas por membrana que reciben el
nombre de cuerpos laminares. Las células espinosas y granulosas sintetizan una mezcla
heterogénea de glucoesfingolipidos, fosfolipidos y ceramidas; esta mezcla pasa al interior de
los cuerpos laminares que se forman en el aparato de Golgi. Luego el contenido de los
granulos se secreta por exocitosis hacia el espacio intercelular entre el estrato granuloso vy el
estrato corneo. La formacion de la barrera contra el agua en la epidermis es producto de la
organizacion que tienen estas laminas lipidicas intercelulares.

Los melanocitos son células dendriticas que estan dispersas entre las células del estrato basal
(figura 3). Se denominan células dendriticas porque el cuerpo celular redondeado que se
sitia en el estrato basal emite prolongaciones largas entre los queratinocitos del estrato
espinoso. Ni las prolongaciones ni el cuerpo celular establecen uniones desmosdmicas con
los queratinocitos vecinos. No obstante, los melanocitos que estan cerca de la ldmina basal

poseen estructuras semejantes a hemidesmosomas. La relacion de melanocitos:queratinocitos
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0 sus precursores en el estrato basal varia de 1:4 a 1:10 en diferentes partes del cuerpo y es
constante en todas las razas. En los cortes de rutina tefiidos con hematoxicilina y eosina los
melanocitos se ven en el estrato basal como células con nicleos alargados que estan
rodeados de un citoplasma claro. Estas células conservan la capacidad de replicarse durante
toda su vida, aunque a un ritmo mucho mas lento que los queratinocitos, con lo que se

mantiene la unidad melanoepidérmica.

(-\,/ — Langerhans’
N cell

. /f — melanocyte -

process
= .’—ﬁi_/
A \ ~— keratinocyte
N I
¥ melanocyte |

Figura 3: este diagrama muestra la interaccion de un melanocito con varias células
del estrato basal y espinoso. EI malonocito posee largas prolongaciones dendriticas
que contienen melanosomas acumulados y se extienden entre las células de la
epidermis. (Weiss, 1988)

Los melanocitos epidérmicos producen y secretan la melanina, un pigmento que tiene como
funcion més importante la de proteger el organismo de los efectos deletéreos de la
irradiacion ultravioleta no ionizante. Los melanosomas en desarrollo y su contenido de
melanina se transfieren a los queratinocitos vecinos por donacion pigmentaria. Este proceso,
comprende la fagocitosis del extremo de la prolongacién melanocitica por el queratinocito,
es un tipo de secrecion citocrina porque también se fagocita una pequefia cantidad de
citoplasma alrededor del melanosoma.

Las células de Langerhans son células presentadoras de antigenos de aspecto dendritico que
estan en la epidermis y que captan y presentan antigenos que entran a través de la piel. Estas
células no pueden distinguirse a ciencia cierta en los cortes de hematoxilina y eosina. De la

misma forma que los melanocitos, las células de Langerhans no establecen uniones
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desmosdémicas con los queratinocitos vecinos. Al igual que los macréfagos, estas células
expresan moléculas del MHC | y del MHC II, asi como receptores de Fc para la
inmunoglobulina G (IgG). Asi mismo, expresan receptores para el componente C3b del
complemento y cantidades fluctuantes de moléculas CDla. En su papel de célula
presentadora de antigenos la célula de Langerhans participa en las reacciones de
hipersensibilidad retardada a través de la captacion de antigenos en la piel y su transporte
hacia los linfonodulos.

Las células de Merkel son células epidérmicas modificadas que se encuentran localizadas

en el estrato basal. Son muy abundantes en la piel donde la percepcion sensorial es aguda.

Figura 4: en esta microfotografia de 400x se muestran las capas de la epidermis. La
capa celular que ocupa el sitio més profundo es el estrato basal (SB). Tiene una sola
célula de espesor. Por encima hay una capa de varias células de espesor que se
denomina estrato espinoso (SS). Esta formado por células que tienen proyecciones que
aparentan “espinas” en su superficie. Estas proyecciones entran en contacto con las
“espinas” de células vecinas y, juntas, se ven como puentes intercelulares (flechas,
detalle). La capa siguiente es el estrato granuloso (SGr), cuyas células contienen
granulos de queratohialina (puntas de flecha, detalle). En la superficie se halla el estrato
cérneo (SC), que estd compuesto por células queratinizadas, células que ya no poseen
nacleo. (Weiss, 1998)
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MASTOCITOS
Los mastocitos son células del tejido conjuntivo grandes y ovoides (20 a 30 um de

diametro) con un nucleo esferoidal y un citoplasma repleto de granulos voluminosos y muy
basofilos (figura 5). Los granulos de los mastocitos pueden ser puestos en evidencia con
colorantes béasicos como el azul de toluidina que, como contienen heparina, un
glucosaminoglucano muy sulfatado, los tifie en forma intensa y metacromatica. EI mastocito
estd emparentado con el basofilo,
una célula de la sangre que contiene
granulos semejantes, pero no es
idéntico a él. Los mastocitos tienen
su origen en una célula madre
pluripotencial (CD34+) de la médula
O6sea y circulan en la sangre
periférica en la forma de células
agranulares de aspecto monocitico.
Después de migrar al tejido
conjuntivo estos mastocitos
inmaduros se diferencian y producen
sus granulos caracteristicos. La

superficie celular posee abundancia

de microvellosidades y pliegues.

Figura 5: a. Microfotografia de un mastocito tefiido con H-E. Los granulos se tifien
intensamente y, por su gran cantidad, tienden a aparecer como un conjunto macizo en
algunos sitios. La region palida corresponde al nicleo de la célula. 1250x. b.
Microfotografia electronica muestra el citoplasma de un mastocito practicamente
repleto de grénulos. (Weiss, 1998)

El citoplasma contiene pequefias cantidades de RER, mitocondrias y un aparato de Golgi.

Los avances en biologia molecular, biotecnologia, e inmunohistoquimica, han permitido el
entendimiento de la funcion del mastocito (Gilfillan et al., 2011). El mastocito desempefia
diversos procesos, que favorecen la homeostasis 0 generan fendmenos patoldgicos (Weller et
al., 2011). Dentro del papel en la homeostasis se mencionan: actividad inmunomoduladora,

reparacion de tejidos lesionados, crecimiento piloso, remodelacion 6sea, ademas intervienen
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en inmunoreacciones enfocadas a destruccion de parasitos y bacterias por activacion del
complemento. (Urb y Sheppard, 2012).

Los mastocitos liberan sus granulos al ser estimulados de manera adecuada, como cuando un
animal o persona se exponen a un antigeno al que ya esta sensibilizado. La sensibilizacion
aparece después del encuentro inicial con un antigeno. Durante ese primer encuentro el
sistema inmunitario reconoce el antigeno como ‘“no propio”. Las células del sistema
inmunitario que expresan en su superficie moléculas de anticuerpo especificas contra el
antigeno proliferan y se diferencian en células secretoras de anticuerpo especializadas que se
llaman plasmocitos. Estos plasmocitos producen los anticuerpos contra el antigeno. Son
varias las clases principales de anticuerpos, denominados inmunoglobulinas, que se
producen. Las inmunoglobulinas de la clase IgE, que son especificas contra antigenos
individuales, son secretadas por los plasmocitos y se unen a receptores de Fc que estan
localizados en la membrana plasmatica de los mastocitos. Durante una exposicién ulterior al
mismo antigeno en la superficie del mastocito se produce una reaccion antigeno-anticuerpo
gue desencadena la liberacion de los granulos contenidos en el citoplasma de la célula.
Dentro de los granulos de los mastocitos hay varias sustancias:

Histamina, que aumenta la permeabilidad de los vasos sanguineos de pequefio calibre y por
eso causa edema de los tejidos circundantes y una reaccion cutanea delatada por prurito.
Ademas, esta sustancia aumenta la produccién de moco en el arbol bronquial y desencadena
la contraccién del masculo liso de las vias aéreas pulmonares.

Heparina, un glucosaminoglucano sulfatado que es anticoagulante. Su expresién se limita
esencialmente a los granulos de los mastocitos y los baséfilos. Cuando se unen a la
antitrombina 11 y el factor plaguetario IV puede bloquear numerosos factores de la
coagulacion. También interacciona con el factor de crecimiento fibroblastico (FGF) y su
receptor para inducir la transduccion de sefiales en las células.

Leucotrienos C (LTC4), D (LTD4) y E (LTE4), que pertenecen a una familia de lipidos
modificados conjugados con glucation (LTC4) o cisteina (LTD4 y LTE4). Durante la
anafilaxia los mastocitos liberan una mezcla de LTC4, LTD4 y LTE que anteriormente se
conocian con el nombre de sustancia de reaccion lenta de la anafilaxia (SRS-A). Al igual que
la histamina, los leucotrienos desencadenan la contraccion prolongada del masculo liso en
las vias aéreas pulmonares, lo que provoca broncoespasmo. Sin embargo, esta contraccion no
puede revertirse mediante el tratamiento con agentes antihistaminicos.

Factor quimiotactico para los eosinéfilos (ECF) y factor quimiotactico para los
neutroéfilos (NCF), que atraen eosindfilos y neutrofilos hacia el sitio de la inflamacion. Las

secreciones de los eosindfilos contrarrestan los efectos de la histamina y los leucotrienos.
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Serinoproteasas (triptasa y quimasa). La triptasa se concentra en forma selectiva dentro de
los granulos de secrecion de los mastocitos, pero no en los basofilos. Se libera de los
mastocitos junto con la histamina y sirve como marcador de la activacion mastocitica. La
quimasa desempefia un papel importante en la generacién de angiotensina Il en respuesta a la
lesion del tejido vascular. La quimasa de los mastocitos también induce la apoptosis de las
células musculares lisas vasculares, en particular en la region de las lesiones ateroscleréticas.
Ademas, durante la activacién de los mastocitos se liberan varios mediadores secundarios,
como interleucinas (IL-4, IL-5, IL-6 e IL-8), factores de crecimiento (factor de necrosis
tumoral o) y prostaglandina D (PGD2). Estos mediadores no se almacenan en granulos sino
gue son sintetizados por la célula y liberados de inmediato hacia la matriz extracelular.

Los mastocitos se distribuyen principalmente en el tejido conjuntivo de la piel, en la
vecindad de los vasos sanguineos pequefios, una diana para la histamina y los leucotrienos.
También se encuentran en las capsulas de los 6rganos y en el tejido conjuntivo que rodea los
vasos sanguineos de los 6rganos. Una excepcidn notable es el sistema nervioso central.
Aunque las meninges contienen mastocitos, el tejido conjuntivo que rodea los vasos
sanguineos de pequefio calibre que hay dentro del encéfalo y la médula espinal carece de
estas células. La falta de mastocitos protege al encéfalo y la médula de los efectos
potencialmente destructivos del edema caracteristico de las reacciones alérgicas. Los
mastocitos también son abundantes en el timo y, en menor medida, en otros drganos
linfaticos, pero no estan presentes en el bazo.

En su membrana, las células cebadas maduras presentan inmunoglobulina E (IgE) que se
encuentra unida a un receptor de membrana. Cuando las IgE presentan uniones entrecruzadas
causan la liberacion de mediadores bioactivos contenidos dentro de los gréanulos
citoplasmaticos, que incluyen histamina, heparina, proteasas, leucotrienos y citoquinas como
factor de necrosis tumoral alfa (TNF-a) e interleucinas (IL4, IL5 y IL6), induciendo un
incremento de la permeabilidad vascular, vasodilatacion, espasmo muscular, prurito,
anticoagulacion y activacion de eosinofilos y neutrofilos; que en conjunto causan reacciones
de hipersensibilidad localizadas y en casos severos reacciones de hipersensibilidad sistémica.
Las caracteristicas secretoras de las células cebadas varian de acuerdo a su localizacion, por
ejemplo, las que se localizan en el tracto gastrointestinal secretan principalmente condroitin-
sulfato por el contrario, las que se localizan en el pulmon secretan heparina
predominantemente y las que se localizan en la piel histamina.

Los granulos citoplasméticos se tifien metacromaticamente con Azul de Toluidina. La
histamina es una amina basica que se forma por la descarboxilacion del aminoacido

histidina. La heparina es un mucopolisacarido acido sulfatado y probablemente colabora con
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la metacromasia de los granulos. Las células primitivas, con la granulacion esparcida, fina,
contienen pequefia cantidad de heparina y se tifien de azul (ortocromaticamente) con el azul
de toluidina. Los mastocitos bien diferenciados con granulos grandes, contienen una gran
cantidad de heparina y se tifien de rojo (metacroméaticamente) (Norn, 1965).
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BIOLOGIA TUMORAL
Para comprender la biologia celular del cancer se debe ante todo conocer la biologia

celular normal y a partir de ésta seguir el desarrollo del tumor hacia atrds hasta las
alteraciones que ocurrieron en la célula fundadora. Las células de los organismos
multicelulares forman parte de una sociedad especializada que coopera para promover la
supervivencia del organismo. En esta sociedad, la division celular, proliferacion y
diferenciacion son estrictamente controladas y existe un equilibrio entre el nacimiento
celular normal y la tasa de muerte celular normal (Moore et al., 1998). La disociacién de
estos mecanismos normales homeostéticos puede conducir a la proliferacién incontrolada o
pérdida de la capacidad de morir, lo que lleva a una célula normal a que tome un fenotipo
maligno.

Es bien sabido que la reproduccion de los gametos ocurre por el proceso de la meiosis,
mientras que la reproduccion de las células sométicas implica dos fases conocidas como
mitosis y citocinesis. La mitosis es una division nuclear y la citocinesis involucra la division
del citoplasma, ocurriendo las dos en estrecha sucesion. La divisién nuclear esta precedida
por una duplicacién del material genético de la célula durante un periodo conocido como
interfase. Ademas de una copia de los cromosomas, este periodo se caracteriza por una
marcada actividad celular en términos de ARN, proteinas y produccién de lipidos. La
alternancia entre mitosis e interfase en todos los tejidos es conocida como el ciclo celular.

El ciclo de replicacion celular normal se divide en cinco fases. Comenzando con la
finalizacién de la mitosis (M), las células pueden ingresar en una fase presintética (G1) de
duracion variable. Luego las células ingresan en la fase de sintesis del ADN (S). Una vez que
las células dejan de sintetizar ADN, ingresan en la fase G2 previa a reiniciar la mitosis. G1y
G2 son las brechas entre dos mitosis y sintesis identificables a nivel morfologico. La
duracién de S, G2 y M es bastante constante, sin embargo, para G1 es muy variable. El
término GO fue otorgado para las células que no ciclan pero que pueden ser reclutadas e
ingresar en el periodo G1.

Durante la interfase, la cromatina es muy larga y delgada; sin embargo, se acorta y se espesa
a medida que avanza la interfase. La primera fase de la mitosis se conoce como profase y ve
la primera aparicion de los cromosomas. A medida que la fase progresa, los cromosomas
aparecen como dos cromatides hermanas idénticas unidas en el centrémero. A medida que la
membrana nuclear desaparece, las fibras del huso se forman e irradian desde los dos
centriolos, cada uno ubicado en el lado opuesto de los polos de la célula. Las fibras del huso
sirven para extraer los cromosomas a lados opuestos de la célula.

Durante la metafase, las fibras del huso traccionan de los centrémeros del cromosoma, que

se alinean a la mitad del huso, a menudo denominado placa ecuatorial. Durante la anafase,
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los centromeros se dividen y las cromatides hermanas se separaron por la contraccion de las
fibras del huso. La etapa final de la division celular es la telofase, caracterizada por la
formacion de una membrana nuclear alrededor de cada grupo de cromosomas, seguido de
citocinesis o separacion del citoplasma para producir asi dos diploides idénticos. Dicha
progresion a través del ciclo celular dura aproximadamente 12 a 24 horas.

Las células son estimuladas para ingresar al ciclo celular en respuesta a factores externos que
incluyen factores de crecimiento y adhesion celular. Durante la fase G1 del ciclo celular, las
células responden a sefiales mitdgenas. Una vez que el ciclo celular ha atravesado el punto
de restriccion (R) en la fase G1, las transiciones del ciclo celular se vuelven auténomas. La
progresion a través del ciclo celular esta mediada por la secuencia de activacién e
inactivacién de una clase de proteinas llamadas ciclinas dependiente de quinasas (CDK)
(Kong et al., 2003). Las CDK consisten en un nucleo inactivo catalitico y estan reguladas en
tres niveles:

1. Laactividad de CDK requiere la asociaciéon con subunidades reguladoras conocidas
como ciclinas. El nivel de CDK permanece constante a lo largo del ciclo celular; sin
embargo, la concentracion de ciclinas varia en una fase especifica durante el ciclo
celular. La sintesis periddica y la destruccion de ciclinas proporciona el nivel
primario del control del ciclo celular.

2. La actividad de los complejos ciclina/CDK también esta regulada por la
fosforilacion. La activacion de complejos CDK/ciclina requiere fosforilacion
mediante quinasas activadoras de CDK; mientras tanto la fosforilacion en residuos
de treonina y serina suprime la actividad.

3. Las CDK también estan estrechamente reguladas por una clase de proteinas
inhibidoras conocidas como inhibidores de CDK (CDKI). Los CDKI pueden
bloguear la progresion de G1/S uniendo complejos CDK/ciclina.

Cuando las celulas normales se encuentran expuestas a sefiales de estrés, radiacion, dafio de
ADN, o agotamiento de oxigeno, la mayoria de las células tienen la capacidad para provocar
la detencion del ciclo celular en G1, S y G2 o ingresar a la muerte celular programada
(apoptosis). Dentro de las células, una gran cantidad de sistemas de vigilancia llamados
puntos de control, funcionan para reconocer y responder al dafio en el ADN. Los puntos de
control del ciclo celular ocurren en la fase G1 en respuesta al dafio del ADN, durante la fase
S para controlar la cantidad de replicaciones del material genético y la aparicion de dafio en
ADN, y durante la fase G2/M para examinar el estado del huso. EIl punto de control inducido
por dafio al ADN es mediado por el supresor tumoral, la proteina p53, hasta el momento una

de las mas estudiadas. Dicha proteina juega un papel importante en el mantenimiento de la
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inestabilidad gendmica y forma parte de una via de respuesta de estrés a varios factores
exogenos y enddgenos. La respuesta de p53 al estrés puede estar mediada por proteinas
quinasas dependientes de ADN (ADN-PK) o por la ATM quinasa y conduce a la
fosforilacion del extremo N de p53. En las células normales, p53 posee una vida corta,
empero, p53 fosforilada se estabiliza y puede funcionar como un regulador transcripcional
gue se une a gran cantidad de secuencias de genes, que incluye p21 (Lane, 1992). P21 tiene
una alta afinidad por complejos G1 CDK/ciclina y actda como inhibidor de CDKI actividad
quinasa, deteniendo asi las células en G1. Al mantener las células en G1, la replicacion del
ADN dafiado se previene, y la propia maquinaria de reparacion del ADN tiene la
oportunidad de reparar dafios antes de volver a ingresar al ciclo de crecimiento activo. Los
niveles celulares de la proteina p53 estan regulados por el producto de otro gen MDM2 (Wu
et al., 1993). El papel principal de MDM2 es actuar como un regulador negativo de la
funcién de p53.

En las células tumorales se han descubierto genes en sus cromosomas, llamados oncogenes,
gue representan la fuerza impulsora en el crecimiento descontrolado de muchas células
cancerosas. Presentes en la célula normal como proto-oncogenes, estos genes reguladores del
crecimiento se activan de manera inapropiada y redundan en la conversion de la célula
fundadora normal en otra cancerosa. Una vez activados, los genes actian en forma continua
dirigiendo las células hacia la division incontrolada, un comportamiento que se reconoce
como cancer.

Actualmente, gracias a los descubrimientos brindados por la biologia molecular, se ha dado a
conocer el modo en que las sefiales del crecimiento anormal son transmitidas de célula a
célula y desde la superficie celular hacia el ndcleo. Pese a las enormes cantidades y
diversidad de acciones, los genes, proteinas, factores de crecimiento y receptores de factor de
crecimiento son clasificados de acuerdo con sus roles de funcidn en las rutas que regulan o
sefialan el crecimiento. Cuando un factor de crecimiento se une a su receptor, éste se activa
temporalmente causando a su vez la activacion de otras proteinas en las moléculas
estimulantes del crecimiento denominadas segundos mensajeros. Estas sefiales son
finalmente transmitidas al nucleo, donde se induce la expresion de genes especificos que
llevan a la division celular. Asi, se genera una cascada de eventos que sefialan al nucleo que
se ha encontrado un factor de crecimiento y que debe comenzar la proliferacién. El control
preciso de estos eventos de sefiales, positivos y negativos, resulta necesario para mantener el
crecimiento celular normal.

Se ha demostrado que los canceres experimentales se deben a un cambio genético inicial, ya

sea la activacion de un oncogen dominante o la inactivacion de un par de antioncogenes
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recesivos. Sin embargo, en muchas neoplasias el mecanismo es desconocido porque no
pueden demostrarse los mecanismos genéticos especificos.

Como se sabe, el cancer es una enfermedad compleja multigénica, y se ha propuesto un
modelo que intenta explicarla mediante forma secuencial; “iniciacién, promocion y
progresion” (Banchereau y Steinman, 1998). En este modelo, un evento genético dotaria a
una célula somética con potencial replicativo ilimitado u otra ventaja de crecimiento o
supervivencia de otras células en su medio ambiente (iniciacion). Empero, dicho proceso no
seria suficiente para dar aumento a un tumor, ya que la célula se mantendria limitada por
factores del medio ambiente. Un segundo evento aumentaria alin mas la capacidad de la
célula para vencer a sus vecinas en este ambiente, lo que lleva a su expansién potencial en
una masa tumoral reconocible (promocién). Finalmente, un tercer evento reforzaria el
potencial maligno de la célula (invasion, destruccidon de tejido y metéastasis), lo que lleva a la
enfermedad clinica progresiva. Se debe considerar que un “evento” no es equivalente a una
sola mutacion, sino que es mas probable que represente una serie de mutaciones que actdan
en conjunto para alterar el funcionamiento de la célula y el fenotipo morfolégico. Aunque
este modelo pueda parecer simplista y defectuoso, las evidencias experimentales demuestran
que las mutaciones son aleatorias y no ocurren paso por paso.

Existen evidencias que aluden que en algunos casos las mutaciones estan “dirigidas” debido
a la presencia de un “fenotipo mutador”, en que los factores que controlan la replicacion y
reparacion del ADN son propensos a mas errores de los esperados por eventos aleatorios
simples. Esto conduce a diferentes tasas de predisposicion al cancer, siendo mayor que la
media en individuos con este “fenotipo mutador” y podria explicar por qué no todas las
personas 0 animales expuestos a carcindgenos ambientales similares desarrollan las mismas
formas de cancer a la misma velocidad (Rothwell et al., 1987).

En un exhaustivo documento realizado por Douglas Hanahan y Robert Weinberg se han
sintetizado conocimientos de la biologia tumoral en seis caracteristicas esenciales para la
transformacion celular (Rosin et al., 1986). Estas caracteristicas incluyen (1) autosuficiencia
en sefiales de crecimiento, (2) insensibilidad a las sefiales anticrecimiento, (3) capacidad de
evadir la apoptosis, (4) potencial replicativo ilimitado, (5) angiogénesis sostenida, y (6)
capacidad de invadir tejidos y metastizar. Este documento describe una importancia menor
sobre una lista de eventos, y realiza mayor énfasis en la sintesis de algunos conceptos
importantes como: ningun gen es universalmente responsable de la transformacion; cinco o
seis mutaciones son el nimero minimo probable requerido para dotar al fenotipo del cancer;
cada paso esta regulado por maltiples vias bioquimicas interactivas, (Ricklin et al., 2010), y

por lo tanto mutaciones de diferentes genes a lo largo de una ruta pueden dar como resultado
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fenotipos equivalentes y, por el contrario, las mutaciones del mismo gen pueden dar lugar a
diferentes canceres con biologia distintiva; los tumores se comportan como tejido; y las
interacciones entre el tumor y su microambiente son principales impulsores del
comportamiento del céancer. En 2011 Hanahan y Weinberg realizaron una actualizacion
acerca de las caracteristicas del cancer, en la cual las caracteristicas distintivas involucran la
inestabilidad gendmica, mutacion e inflamacion como fomentadores de tumores, e
incluyendo ademas sefias de identidad como desregulacion de energia celular y evitando
destruccion inmune.

La autosuficiencia de las sefiales de crecimiento merece una marcada importancia ya que
podria afirmarse que uno de los eventos mas importantes en la transformacion neoplasica es
la capacidad de las células para mantener la proliferacidn cronica. En condiciones normales
las células se comunican entre si e integran el ambiente detectando sefiales y gradientes.
Puede mencionarse como ejemplo la migracion, metabolismo y proliferacion de células
hematopoyéticas maduras que estan reguladas de modo autocrino y paracrino por citosinas
secretadas localmente. Las mismas citosinas pueden viajar sistémicamente y actuar de forma
endocrina. Las citosinas trabajan por vinculacién con receptores transmembrana, que inician
a su vez la cascada de sefializacion que culmina en cambios transcripcionales que permiten
que la célula adapte su comportamiento para que coincida con las sefiales del ambiente. Las
actividades de estas citosinas, sus receptores y las correspondientes moléculas de
sefializacion estan firmemente sintonizadas. El sistema se puede cerrar cuando la
concentracion de la citosina cae por debajo de un umbral que pueda unir de forma estable el
receptor, cuando el receptor deja de ser expresado, o cuando las moléculas de sefializacion
estan reguladas negativamente o inactivada de otra manera. Sin embargo, las mutaciones en
incluso una de las moléculas involucradas en la regulacién de estas vias puede proporcionar
sefiales sostenidas de crecimiento en ausencia de la citosina iniciadora.

Los genes que codifican las proteinas promotoras del crecimiento normales (como ALK,
Jak2, y STATS5) se llaman protooncogenes; las versiones mutadas que permiten que las
células ganen autosuficiencia a partir de las sefiales ambientales se llaman oncogenes. Cabe
sefialar que no todos los genes promueven el crecimiento, algunos tienen la capacidad de
convertirse en oncogenes y que los resultados de la activacion son méds cominmente la
senescencia 0 apoptosis, a menos que haya eventos adicionales que promuevan la
transformacion estable y la supervivencia.

Como bien se ha indicado una de las caracteristicas esenciales es la insensibilidad a sefiales
de anticrecimiento. Se sabe que ademas de la capacidad distintiva de inducir y sostener

sefiales de estimulacion de crecimiento de accidn positiva, las células cancerosas también
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deben eludir los mecanismos que regulan negativamente la proliferacion celular; muchos de
estos mecanismos dependen de las acciones de genes supresores del tumor. Para mantener la
homeostasis, las células también deben integrarse en las sefiales de anticrecimiento del
ambiente. La quiescencia en células no hematopoyéticas se aplica mediante sefiales
entregadas por inhibicidn por contacto (Craig et al., 2002). Las células hematopoyéticas, por
otro lado, utilizan contacto célula-célula para mantener las interacciones dentro del nicho y
regular el momento y la intensidad de la hematopoyesis, la inflamacién y la inmunidad
(Hayden et al., 1993). Las sefiales de “alto” generalmente se entregan e integran por los
productos de genes supresores de tumores, que debe su nombre gracias a la observacion de
gue su inactivacion facilita la formacion de tumores. Los genes supresores de tumores
equilibran la actividad de promocién del crecimiento proto-oncogenes y tienden a actuar en
conjunto con estos en la mayoria de las vias bioquimicas. La pérdida de funcion de uno o
mas de los genes supresores de tumores ocurren en casi todos los canceres, con inactivacion
de p53, RB1, PTEN o CDKN2A, cada uno visto en mas del 50% de todos los tumores. Cada
una de estas vias puede contribuir a la patogénesis de tumores en animales de compafiia
(Naranjo et al., 2007).

La apoptosis, o muerte celular programada, es el resultado impreso en el genoma de cada
célula en organismos multicelulares. La supervivencia requiere apoyo de factores extrinsecos
(ambientales), asi como un equilibrio preciso de la energia celular y el metabolismo. Las
celulas derivadas de la médula Gsea normalmente sufren apoptosis cuando las
concentraciones de factores de supervivencia (por ejemplo; factor de células madres, IL-3,
IL-7) o nutrientes son limitantes o cuando hay interrupciones severas en la bioenergética
celular (Vernau et al.,, 2001). La evasion de la apoptosis es una caracteristica esencial
adquirida de todo cancer, y puede ser el resultado de la pérdida de genes supresores
tumorales proapoptéticos como p53 o PTEN o por ganancia de funcion de genes
antiapoptéticos, como BCL2.

Un concepto mas reciente en el campo de la muerte celular es la autofagia, un proceso que
las células tumorales han cooptado eficientemente como un medio para sobrevivir bajo
condiciones adversas (Snyder et al., 2008). Como parte del programa de autofagia, las
vesiculas intracelulares denominadas autofagosomas envuelven organulos intracelulares y se
fusionan con lisosomas. Alli, las organelas se descomponen y luego se canalizan para formar
nuevas moléculas que soportan la maquinaria de produccion de energia de la célula, lo que le
permite sobrevivir en el ambiente estresado y limitado en nutrientes, lo que define la mayoria
de los canceres. Las células tumorales también deben evitar la muerte por anoikis o la

pérdida integral de contacto célula-célula o célula-matriz (Craig et al., 2002). El término
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“anoikis” es reciente, haciendo referencia a la apoptosis inducida por la pérdida de anclaje de
la célula a la matriz extracelular o porque las interacciones célula-matriz son insuficientes o
inapropiadas (Meredith et al., 1993, Frish y Francis, 1994). La ausencia de estas vias de
muerte fisioldgicas, genera que el cuerpo a menudo reaccione a las alteraciones anatomicas y
fisioldgicas causadas por la respuesta inflamatoria que tiene como blanco a las células
cancerigenas. Esto es solo una via que conduce a la necrosis, ya que parece que el proceso de
la necrosis también podria estar regulado genéticamente, proporcionando otro mecanismo
que favorece la supervivencia del conjunto (organismo o tumor) sobre la supervivencia de
uno.

Otro de los factores importantes de la biologia tumoral es el potencial replicativo ilimitado.
La inmortalizacion es otra caracteristica esencial del cancer. El programa genético limita la
cantidad de veces gque una célula puede replicarse, llamado también limite de Hayflick, y
cuando se alcanza este limite replicativo, la senescencia replicativa es inducida. Dicha
senescencia no induce la muerte; las células mantienen la homeostasis energética y
permanecen funcionales, pero experimentan cambios genéticos significativos caracterizados
por la erosion de los telomeros. Las células que pueden replicar deben mantener la integridad
de los telomeros, que son “tapones” hechos de repeticion de secuencia de ADN, que protege
a los cromosomas de la destruccion. Los tumores sélidos adquieren inmortalizacion
predominantemente por activacion del sistema enzimatico de telomerasa y el consecuente
mantenimiento de integridad de los telémeros. En células hematopoyéticas, la actividad de la
telomerasa parece retenerse mas tiempo que en otras células somaticas, por lo que es posible
que esto facilite la inmortalizacion en el linfoma y la leucemia (Brown et al., 1994.) El
papel de la inmortalizaciéon y la importancia de la telomerasa (tanto para mantener la
longitud de los telémeros y mantener otras funciones bioquimicas que son esenciales para la
supervivencia celular) estan bien establecidos; sin embargo, el papel de la senescencia
replicativa ha sido cuestionado porque la tecnologia mejorada ha permitido a los
investigadores eludir este proceso en células normales (Zaba y Krueger, 2009).

Uno de los factores sumamente importante en la patogénesis tumoral es la angiogénesis
sostenida. El proceso de la angiogénesis requiere de la accion coordinada de una variedad de
factores de crecimiento y moléculas de adhesion celular en células endoteliales y estromales.
Hasta ahora, el factor de crecimiento endotelial vascular-A (VEGF) y sus receptores

comprenden la sefializacion mejor caracterizada en la via de angiogénesis tumoral (figura 6)
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Figura 6: Esquema ilustrativo de algunos de los jugadores moleculares y celulares
en el microambiente tumoral. A) las células tumorales producen VEGF-A vy otros
factores angiogénicos, como bFGF, angiopoyetinas, IL-8, factor de crecimiento
placentario (P1GF) y VEGF-C. Estas estimulan las células endoteliales residentes
para proliferar y migrar. B) Una fuente adicional de factores angiogénicos es el
estroma, que es un compartimiento heterogéneo, comprende componentes
fibroblasticos, inflamatorio y células inmunes. C) Las células endoteliales producen
PDGF-B, lo que promueve el reclutamiento de pericitos en la microvasculatura,
luego de la activacion del receptor B de PDGF (PDGFR-B).

VEGEF-A, factor de crecimiento endotelial vascular A; SDF-1, factor 1 derivado de
células estromales; HGF, factor de crecimiento de hepatocitos; PDGF, factor de
crecimiento derivado de plaquetas;

EGFR, receptor del factor de crecimiento epidérmico. (Ferrara y Kerbel, 2005)

(Newlands et al., 1994). VEGF se une a varios receptores tirosina quinasa, incluido el
receptor VEGF-1 y VEGFR-2. Este Gltimo es el principal mediador de efectos angiogénicos
de VEGF. Sin embargo, VEGFR-1 se expresa por algunas células tumorales y pueden
mediar sefiales quimiotacticas, tener por lo tanto un papel potencialmente importante en el
crecimiento del céncer. La expresion de VEGF es regulada por hipoxia e inflamacion. El
factor de transcripcion factor-1 o (HIF) inducible por hipoxia, es un importante regulador de
la expresion de VEGF. Otras moléculas de sefalizacion también contribuyen a la
angiogeénesis, incluido el factor de crecimiento derivado de plaquetas-p (PDGF-B) y su
receptor (PDGFR) y las angiopoyetinas. Se requiere PDGF-f para el reclutamiento de
pericitos y maduracion de nuevos capilares.

Hace més de 30 afios se propuso un rol importante de la angiogénesis en el cancer por
Folkman, idea que demoré en ser aceptada (Cruz-Arambulo et al., 2004). Esta prediccion
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proponia el impacto de la angiogénesis en los tumores solidos, pero tenia poca relevancia
para los tumores de la sangre y linfa (linfoma, leucemia, mieloma multiple). Los primeros
indicios que demostraban que dicha nocion era equivoca procedian de beneficios en
situaciones inesperadas en pacientes con leucemia linfocitica cronica con tratamientos con
compuestos antiangiogénicos (Weiss, 2002), y posteriores éxitos en algunos pacientes con
mieloma mdaltiple (Skorupski et al., 2009). Un estudio demuestra que la densidad de
microvasos se correlaciona de manera similar con el comportamiento agresivo del linfoma
canino (Uno et al., 1993) y hallazgos similares han sido reportados para otros tumores
solidos y derivados de la sangre en perros, como en el cancer de células cebadas y el cancer
de mama (Hafeman et al., 2010). Se ha sugerido que las terapias antiangiogénicas benefician
a los pacientes con cancer al promover la normalizacién del vaso, revertir la disfuncion
anatomica y hemodindmica creada por el microambiente tumoral, deshabilitando algunas de
las ventajas intrinsecas que esto proporciona para las células cancerosas, y permitiendo
ademas mejor penetracion de drogas. La normalizacion vascular depende de la restauracion
del equilibrio entre todos los constituyentes que forman vasos sanguineos desde la médula
Osea y el estroma, incluidos los pericitos, células derivadas de mieloides y progenitores
endoteliales, todas las cuales contribuyen y responden al “interruptor angiogénico”, mediante
el cual previamente los tejidos quiescentes desencadenan la formacion de nuevos vasos
sanguineos asociados con el crecimiento tumoral.

Dos mecanismos bioldgicos que determinan malignidad del cancer son la infiltracion y la
metastasis, para esto, el microambiente tumoral juega un rol decisivo al crear y establecer las
caracteristicas de crecimiento, morfologia e invasividad de un tumor maligno. El
microambiente esta formado por un tejido complejo que contiene la matriz extracelular, las
células tumorales y no tumorales, una red de sefiales por citosinas, quimosinas, factores de
crecimiento, proteasas, que controlan, como bien se citd anteriormente, la comunicacién
autocrina y paracrina entre las células individuales, haciendo posible la progresion tumoral.
Durante el desarrollo del tumor primario, el estroma tumoral y los continuos cambios
genéticos en sus células hacen factible que ellas migren, debiendo contar previamente con un
nicho premetastasico receptor que permita su supervivencia y su crecimiento a distancia.
Estos nichos son inducidos por factores producidos por el tumor primario, que si es
erradicado, los nichos activos pasan a ser los responsables de la activacion de las células
diseminadas que estan en estado de latencia. Se ha planteado que el nicho metastésico puede
ser un blanco ideal para nuevas terapias que hagan posible el control de las metéstasis
(Arvelo et al., 2013).
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El cancer es, entonces, el resultado fenotipico de una gran serie de cambios que se
produjeron en un largo periodo de tiempo para desarrollarse. La aplicacion de un agente
cancerigeno (carcindgeno) a tejidos no conduce a la produccion inmediata de una célula
cancerosa. Después del paso de iniciacion producido por el agente, sigue un periodo de
promocion del tumor. Dicha promocidn puede ser causada por el mismo agente iniciador o
por otras sustancias, como el crecimiento normal de promotores u hormonas. El paso inicial
es un paso rapido y afecta el material genético de la célula. Si la célula no repara este dafio,
puede progresar hacia un fenotipo maligno. A diferencia de la iniciacion, la progresion puede
ser un proceso muy lento y puede incluso no manifestarse en la vida del animal

Como se ha mencionado anteriormente, los proto-oncogenes son genes claves para el control
del crecimiento y proliferacion celular, siendo sus roles muy complejos. Se pueden dividir,
sus sitios y modos de accion en la célula normal del siguiente modo:

v" Factores de crecimiento: son moléculas que acttan sobre la célula a través de los
receptores de superficie celular. Su contribucioén a la carcinogénesis puede ser a
través de la produccién excesiva de factores de crecimiento o cuando un factor de
crecimiento se expresa en una célula y que normalmente no funciona en esta célula.

v" Receptores del factor de crecimiento: varias proteinas derivadas de proto-
oncogenes forman parte de los receptores de superficie celular para factores de
crecimiento. La union del ligando al receptor es la etapa inicial de la entrega de
sefiales mitogénicas a las células. Su funcion en la carcinogénesis puede ser a través
de alteraciones estructurales en estas proteinas.

v" Proteina quinasas: estan asociadas con la superficie interna de la membrana
plasmética y estan involucradas en la transduccion de sefiales en la unién ligando-
receptor.

v" Transductores de sefial: la unién de un factor de crecimiento extracelular al
receptor de membrana conduce a una serie de eventos por los cuales la sefial
mitogénica es transducida al nicleo de la célula. Es esencial para esta sefializacion la
fosforilacion sucesiva de los segundos mensajeros como guanosina trifosfato (GTP)
y proteinas que se unen a GTP (proteinas G). Durante la transduccién de sefial, la
GTP se convierte en guanosina difosfato (GDP) por la actividad de la guanosina
trifosfatasa (GTPasa) de las proteinas G. Un grupo de proto-oncogenes llamados Ras
codifican proteinas con actividad GTPasa, y en la célula normal, ayuda a modular la
proliferacion celular. Las mutaciones en el proto-oncogen Ras pueden contribuir a la

proliferacion descontrolada.
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v Proteinas nucleares y factores de transcripcion: estos codifican proteinas que
controlan la expresion génica. Estos proto-oncogenes tienen un papel importante en

la proliferacion celular.
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METASTASIS

La metastasis se define como la diseminacién de células neopléasicas a sitios
distantes, donde proliferan para formar una masa macroscopica. Es implicita en este proceso
la existencia de un tumor primario. El proceso de metéstasis se cree que ocurre a traves de la
finalizacién de una serie de eventos escalonados (figura 7). Para que este proceso pueda
ocurrir, una célula cancerosa debe abandonar el sitio del tumor primario, pasar a través de la
membrana basal del tumor, y luego a través o entre las células endoteliales entrar en la
circulacion (intravasacion). Mientras se encuentran en circulacion las células tumorales
deben ser capaces de resistir la anoikis (muerte celular programada asociada con la pérdida
de contacto celular), evadir la respuesta inmune y el estrés fisico, y el eventual arresto en
organos distantes.
Para llegar a dicho sitio distante, la célula debera abandonar la circulacién y sobrevivir en el
microambiente hostil del tejido extrafio. Se cree que estos sitios secundarios estan preparados
para recibir células metastasicas a través de efectos dirigidos y mediados por el tumor
primario mismo (nicho premetastasico). Este sitio distante puede ser el 6rgano objetivo
eventual para metastasis o puede ser un sitio temporal. En cualquier caso, la célula
neopléasica permanecera inactiva durante un periodo variable de tiempo y, a menudo,
prolongado antes de mudarse a su ubicacion final. Luego de un tiempo en latencia, las
células reciben sefiales para proliferar, crear nuevos vasos sanguineos (angiogénesis) o
cooptar vasos sanguineos existentes, y luego crecer con éxito en una lesién metastasica
medible (Mendoza y Khanna, 2009). La célula cancerosa metastésica debe tener el conjunto
apropiado de cambios genéticos disponibles para completar todos los pasos de la cascada
metastasica. Cientos de genes y sus proteinas resultantes contribuyen al desarrollo del cancer
y su habitual habilidad de realizar metastasis. Los canceres metastéasicos pueden lograr dicho
fenotipo a través de constelaciones de distintos cambios genéticos y eventos epigenéticos,
que completan una respectiva suma de procesos necesarios para alcanzar la metastasis. Dos
clases de genes se han definido ampliamente como contribuyentes al fenotipo metastasico,
incluyendo genes estimulantes de metéstasis y genes supresores (Steeg, 2004). Dichos genes
tienen funciones en el desarrollo normal y fisiol6gico (es decir, en la migracion celular,
invasion tisular y angiogénesis) y que son subvertidas por la célula cancerosa en la
adquisicion del fenotipo metastésico. Se debe aclarar que muchos genes asociados a
metastasis tienen funciones que también ayudan a la formacién y progresion de tumores.
Varios de estos genes asociados a metastasis han sido encontrados en neoplasias en caninos

y felinos (Paoloni et al., 2009). La pérdida de los genes supresores no se cree que
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Figura 7: El esquema intenta representar la cascada metastasica, donde se describe un
conjunto de pasos discretos por los que las células deben moverse como parte del
proceso de metéastasis. Esto comienza con el desarrollo del tumor primario en el cual las
células deben proliferar, resistir la apoptosis y desarrollar interacciones con muchas
células huésped del microentorno. Luego debe permitir que células metastésicas entren
y sobrevivan en la circulacion sanguinea. Las células posteriormente se detienen en
lugares distantes, extravasan y sobreviven en el microambiente de lugares distantes. La
detencion de las células puede ser en el 6rgano secundario final donde la metéastasis se
vuelve clinicamente evidente o las células inicialmente pueden estar en un “sitio
santuario” donde pueden permanecer inactivas antes de pasar al sitio secundario final.
La supervivencia de las células en dichos sitios distantes es un obstaculo que deben
superar. De hecho, la mayoria de las células que Ilegan a lugares distantes no
sobreviven. En el sitio secundario, las células tumorales pueden proliferar y progresar
después del desarrollo del fenotipo angiogénico. (Withrow y MacEwen’s, 2013)

estén asociados con la formacién de tumores; sin embargo, se cree que su pérdida contribuye
en diferentes pasos de la cascada metastasica (Shoushtari et al., 2011).

Luego del crecimiento del tumor primario, la intravasacion de una célula neoplasica en la
circulacion vascular o linfatica es el primer paso requerido en la cascada de la metastasis.
Este proceso de intravasacion requiere que una célula tumoral sea movil y capaz de digerir,
modular o escapar de la matriz extracelular (Liotta y Kohn, 2001). Los mecanismos

especificos utilizados por las células tumorales para invadir e intravasarse incluyen el
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modelo clasico de degradacion enzimética de las células de la matriz extracelular conocida
como invasion mesenquimal. A diferencia, las células tumorales también pueden desarrollar
la llamada invasion ameboide, en la que se deslizan individualmente entre las fibras de la
matriz extracelular sin evidencia o necesidad de degradacién enzimética (Sabeh et al., 2009).
Finalmente, un método distinto denominado invasion colectiva se refiere a la extension de la
masa regional de un tumor en los tejidos circundantes (Scott et al., 2011).

En la forma clasica de invasion del mesénquima, las proteasas y metaloproteasas (MMP) se
consideran necesarias para el fenotipo invasivo. La expresion de los miembros de esta
familia de enzimas se han encontrado en la mayoria de tumores malignos, en humanos,
caninos y felinos (Jankowski et al., 2002). La actividad de las MMP en el osteosarcoma y
canceres de mastocitos se han correlacionado con el grado y propension metastéasica
(Leibman et al., 2000). La evidencia reciente también sugiere que la expresion de enzimas
gue degradan la matriz y otros factores de crecimiento pueden no ser necesarios en las
propias células tumorales, pero se puede proporcionar por células inflamatorias (es decir,
macrofagos) reclutados por el crecimiento del tumor (Qian y Pollard, 2010).

Entonces, como bien se ha expuesto, la supervivencia de las células malignas en el 6rgano
receptor para formar micrometastasis no estd asegurada, ya que pueden existir diferencias
entre el microambiente del tumor primario y el lugar donde se estableceran las células
cancerosas (Arvelo, 2013). Es debido a esto que se ha propuesto el modelo de nicho
premetastasico, el cual se puede describir como el lugar con las condiciones
microambientales necesarias para la supervivencia de las células tumorales diseminadas
(Psaila y Lyden, 2009). Para su adaptacion, despliegan mecanismos para modificar el nuevo
microambiente. Es por esto que establecen, junto con las células del estroma, una red de
sefializacion para promover su crecimiento, satisfacer las demandas metabolicas para
sintetizar proteinas proangiogénicas y formar asi nuevas redes vasculares y facilitar la
supervivencia inicial en la nueva localizacion (Folkman, 1971), se han documentado varios
estudios en los que se ha demostrado que el incremento de la capacidad de metastasis no es
el resultado de mecanismos de adaptacion de las células tumorales que les permitan el
crecimiento en un organo especifico, sino mas bien la seleccion gradual de un clon con
mutaciones diferentes de las observadas en el tumor primario. La inestabilidad gendmicay la
heterogeneidad de las células cancerosas, se evidencia en las pérdidas, ganancias y

reordenamiento cromosémico de los tumores (Ruddon, 1995).
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NICHO METASTASICO

El nicho metastésico juega un rol importante dentro de los factores primordiales que
determinan el éxito o fracaso de la metéstasis. Para que esto ocurra deben suceder una serie
de eventos donde se destacan: la modificacion de la matriz extracelular; la remodelacion de
la red vascular; la participacion de células de la médula 6sea; la hipoxia y la expresion de
una gran variedad de moléculas de sefializacion. Ademas, se suma la participacion de células
no transformadas, como lo son los fibroblastos y las células endoteliales, mas la deposicion
de moléculas tales como la fibronectina, tenascina-c y la periostina (Oskarsson et al., 2011).
En cuanto a tejidos receptores particulares, la fibulina-5 reduce sus niveles para que la
metaloproteasa MMP-9 remodele la matriz en la metéstasis del higado y pulmon,
contribuyendo de esta manera a la formacion del nicho premetastasico (Moller et al., 2011).
La enzima lisil-oxidasa, LOX, participa activamente en la remodelacion de la matriz y en la
formacion del nicho, ya que esta enzima tiene la capacidad de enlazarse al colageno vy la
elastina. La expresion de la enzima LOX es incrementada en las células tumorales expuestas
a condiciones de hipoxia (Wong et al., 2011). Kaplan y col, demostraron que las células
progenitoras hematopoyéticas de la médula dsea, que expresan el receptor-1 del factor
vascular de crecimiento endotelial VEGFR-1, forman agregados celulares en los nichos pre-
metastéasicos. También han estudiado la adhesion y formacion de agregados celulares
después de la implantacion de las células tumorales, observando un incremento en la
expresion de la fibronectina y un aumento en la proliferacion de los fibroblastos residentes
en respuesta al tumor primario (Kaplan et al., 2005).
Existen varios tipos de células que forman parte de los componentes del nicho metastasico,
destacando poblaciones heterogéneas de células inmunes, células endoteliales, fibroblastos,
macréfagos, pericitos y células progenitoras de la médula dsea, destacandose:
Células inmunes: representadas por aquellas células que participan activamente en los
procesos de inmunidad; lo que incluye macréfagos, neutrofilos, mastocitos, células
supresoras de origen mieloide, células dendriticas, células natural killer, més células de la
inmunidad adaptativa como lo son linfocitos T y B. Las células inmunes que infiltran el
tumor, excluyendo las células NK, producen citosinas promotoras de tumores tales como el
factor de necrosis tumoral a y los tipos interleucinas IL-1p, IL-6, IL-8, que incrementan la
sefializacion en las células premalignas. Esta sefializacion no solo estimula la progresion
tumoral, sino que induce la produccion de citosinas por parte de las propias células tumorales
(Grivennikov et al., 2010).
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Neutrdfilos: primeras células que acuden al sitio de infeccion. Su degranulacion libera
enzimas liticas, asi como también especies reactivas ROS, 02, H202, HOCL con potencial
antimicrobiano (Borregaard y Cowland, 1997).

Ademaés producen citosinas como TNFa, IL-1f, IL-1Ra, IL-12 y VEGF; las quimiosinas
CXCL1, CXCL8, CXCL9, CXCL10, CCN3, y CCL4, involucradas en la angiogénesis
(Scapini et al., 2000). La quimiosina CXCLS8 es producida abundantemente por las células
tumorales, que liberadas al microambiente, representan un potente quimioatrayente de
neutrofilos al interior del tumor. Ademas, CXCLS8 y otras quimiosinas se han asociado con la
angiogénesis por activacion directa de CXCR2 extracelular (Strieter et al., 2005). La citosina
TNFa, liberada en el microambiente tumoral, esta relacionada con la progresion tumoral
induciendo la degranulacién de los neutrofilos, liberando VEGF y favoreciendo la
angiogénesis por la produccion de CXCL8, CXCL1 (Balkwill, 2006).

Células Dendriticas: constituyen una poblacién heterogénea integrada por dos tipos de
células: la mieloide CD11c+y CD123lo vy las células plasmocitoides CD11c y CD123hi (Liu
y Nussenzweig, 2010). Se ha demostrado que en diversos tipos de tumores, ellas presentan
alteraciones especificas en su capacidad estimulante con el consecuente desarrollo anémalo
de la diferenciacion de las células mieloides (Gabrilovich, 2004).

Uno de los mecanismos por medio del cual hay una diferenciacion anormal de las células
mieloides, es la activacion constitutiva de los traductores de sefial del activador de
transcripcion-3, STAT3 que promueve la proliferacion continua y la acumulacion de células
mieloides inmaduras, contribuyendo a la supresién de la respuesta inmune ante el tumor
asociada a la angiogénesis (Yu et al., 2009). Dos moléculas pro-inflamatorias liberadas por
las células dendriticas, como son TNFa y la osteopontina, estan asociadas a la angiogénesis
(Braumuller et al., 2013). Las células dendriticas pueden secretar quimiosinas
proangiogénicas tales como CXCL1, CXCL2, CXCL3, CXCL5, CXCL8 y CCL2. Por el
contrario, células dendriticas maduras pueden inhibir la angiogénesis por la liberacion de la
citosina IL-12 y las quimiosinas CXCL9, CXCL10 y CCL21 (Albini et al., 2009).

Células Supresoras de Origen Mieloide: (MDSCs), representan un papel activo en la
promocion de tumores y en la evasion de la respuesta inmune. Cuando son células inmaduras
parecen tener caracteristicas de monocitos/macrofagos y granulocitos (Peranzoni et al.,
2010). Altos niveles de factores pro-inflamatorios en el ambiente microtumoral, tales como
GM-CSF, IL-1b, IL-6, y S-100, inducen el reclutamiento y expansion de las células
supresoras de origen mieloide, aumentando la actividad pro-tumoral (Bunt et al., 2006). Por
otra parte, las MDSCs participan en la promocion de la angiogénesis del tumor, a través de la

liberacion de factores solubles tales como MMP9 y VEGF. Datos experimentales sugieren
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que estas células son también capaces de diferenciarse en células endoteliales (Murdoch et
al., 2008).

Células Asesinas Naturales: Estas células, conocidas como NK, son efectoras de linfocitos
de la inmunidad innata que potencialmente pueden controlar los tumores por su actividad
citotoxica. Como otros tipos celulares, las células NK pueden infiltrarse dentro de la masa
tumoral, donde su microambiente es capaz de afectar la funcionalidad de estas células por
una amplia gama de citosinas y factores solubles, ya sea inhibiendo la funcién citotoxica o
promoviendo el fenotipo angiogénico.

Células T: La inhibicién del flujo de linfocitos T durante la angiogénesis y la remodelacion
del estroma representa una caracteristica del microambiente tumoral, dando lugar a
alteraciones de su funcionalidad. Ello es debido a la activacion y expansion de las células
mieloides y los factores solubles secretados por el tumor y las células inflamatorias. El tipico
ambiente tumoral inmunosupresivo es caracterizado por una fuerte induccién de CD4+
CD25+ FOXP3 Treg Yy activacién de Th2, Th17 (Motz y Coukos, 2011).

Células B: La estimulacion de las células B culmina en la produccion de las
inmunoglobulinas (lg) que participan en la inmunidad humoral. Ellas segregan una variedad
de citosinas como las interleucinas IL-6, IL-10, el factor de necrosis tumoral TNF-a, el
factor estimulante de colonias de monocitos y granulocitos GM-CSF vy la linfotoxina LT, que
participan en la inmunidad humoral (Pillai et al., 2011).

Proteinas del complemento se asocian con las inmunoglobulinas y forman complejos
circulantes inmunoldgicos (CIC), cuya deposicion en el parénquima es debida a los defectos
en la red vascular, bien sea por el tumor o por una angiogénesis patolégica, lo cual inicia una
cascada de reacciones (Gunderson y Coussens, 2013). En algunos tipos de cancer se ha
encontrado que los niveles de complejo CIC en el parénguima tumoral se correlacionan con
un aumento de la carga tumoral, por tanto indica un mal prondstico (Lu et al., 2008).
Mastocitos: Representan un subtipo peculiar de granulocitos que desempefian un papel
central en el proceso inflamatorio. También se ha encontrado que participan en la
vascularizacion de tumores malignos hematolégicos, donde pueden integrarse en la pared del
vaso por un proceso de mimetismo vascular (Nico et al., 2008). La participacion de los
mastocitos en el proceso de la angiogénesis esta asociada con la produccion de diversas
citosinas y quimosinas (Marichal et al., 2013). Por otra parte, las proteasas producidas por
los mastocitos promueven la angiogénesis (de Souza et al., 2012). La b-triptasa es una
proteasa neutra que representa un abundante mediador que se encuentra almacenada en los

granulos de los mastocitos y juega un papel importante en la inflamacion, ya que activa la
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liberacion de la proteasa por los receptores tipo 2 que estan directamente involucrados en la
vascularizacion (Ammendola et al., 2014).

Macrofagos Asociados al Tumor (TAM): se comportan como reguladores de la
tumorogénesis, bien sea como residentes o como derivados de la médula 6sea o bazo. Los
macrofagos son considerados clasicamente como células efectoras durante la defensa
inmune, sin embargo numerosos estudios han demostrado su papel en la progresion tumoral
(Qian y Pollard, 2010). Estos macrofagos son una fuente importante de proteasas, como la
cisteina y la catepsina, que participan en la progresién tumoral (Shree et al., 2011). Los
TAM presentan funciones antagénicas entre la homeostasis del tejido normal y la
tumorogénesis, razon por la cual los macréfagos son funcionalmente plasticos y pueden
alterar su fenotipo para adaptarse a diferentes condiciones fisiol6gicas (Mosser y Edwards,
2008). Los TAM pueden presentar un fenotipo “M1” que producen la citosina pro-
inflamatoria tipo | que participa en la presentacién de antigenos, jugando un papel
antitumorogénico, mas un fenotipo “M2” que producen citosina tipo II que promueven la
respuesta anti-inflamatoria y la funcién protumorogénica (Biswas y Mantovani, 2010). Se ha
sugerido que en algunas condiciones ambientales, como en la hipoxia tumoral, en una
transicion de “M1” a “M2”, los TAM se acumulan en las regiones de hipoxia del tumor,
ademas de la endotelina-2 y VEGF. Hay que destacar que la acumulacion de TAM, se
correlaciona con la angiogénesis y la posterior adquisicion del fenotipo invasivo (Escribese
etal., 2012).

Fibroblastos Asociados al Cancer (CAFs): son las células predominantes del tejido
conectivo responsables de la elaboracion de los componentes de la matriz extracelular y la
membrana basal, estando asociados a la diferenciacion de las células epiteliales, siendo
mediadores de la respuesta inmune (Kalluri y Zeisberg, 2006). Estos fibroblastos son
altamente numerosos en el microambiente tumoral, siendo muy distintos de los fibroblastos
normales. En cancer de mama, los fibroblastos asociados al cancer estimulan la metastasis de
células malignas, mientras que los fibroblastos normales suprimen la metéstasis (Dumont et
al., 2013). Esto evidencia que los fibroblastos asociados al cancer constituyen una célula
algo diferente de su contraparte normal. Por otra parte, no estd claro el origen de los
fibroblastos asociados al cancer durante la progresion de la enfermedad (Marsh et al., 2013),
algunos estudios sugieren que se generan a partir de la transicion endotelio-mesénquimal
(EMT) de las células endoteliales de los vasos sanguineos asociados a los tumores (Potenta
et al., 2008). Los fibroblastos asociados al cancer interactian con las células tumorales y
otros componentes del estroma a través de la produccion y secrecion de diversos factores de

crecimiento, citosinas y quimiosinas. Estos fibroblastos, activados por la infiltracion de
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células inmunes, producen quimiosinas proinflamatorias como CXCL1 y CXCL2 mediante
el reclutamiento de TAM en los tumores primarios (Erez et al., 2010), mientras que la
quimiosinas CCL5 secretada por fibroblastos asociados al cancer reclutan las células T-reg
(siglas de tumor-infiltrating regulatory T cells) por sefializacion a través del receptor CCR1
expresado en estas células (Tan et al., 2011). Por otra parte, la quimosina CXCL12 y el
factor de crecimiento de fibroblastos 2, FGF-2, liberado por CAF, estimula la
neoangiogénesis por reclutamiento de células progenitoras endoteliales y células endoteliales
vasculares (Orimo et al., 2005). En la transicién epitelio-mesénquima, TEM, los fibroblastos
asociados a tumores son activados por TGF-B, PDGF, FGF y proteasas. Una vez activados
los fibroblastos asociados al cancer, estos secretan factores de crecimiento, incluyendo
VEGF que induce permeabilidad vascular y la angiogénesis.

Pericitos: son células mesenquimales especializadas que estan relacionadas con el musculo
liso, actian como soporte de las células endoteliales y contribuyen tanto a la homeostasis
como a la estabilizacion, maduracion y remodelacion de los capilares (Dore-Duffy y Cleary,
2011). La intima relacién anatdmica entre células endoteliales y los pericitos sugiere una
estrecha interaccion mediante los contactos celulares a través de la sefializacion paracrina. El
factor PDGFB, siglas de Platelet-derived growth factor B, es un miembro de la familia
PDGF secretado por las células endoteliales que se une al receptor tirosin-quinasa PDGFR
expresado en la superficie de los pericitos. Cuando el ligando PDGFB se une a PDGFR hay
una dimerizacion y origina una cascada de sefializacion intracelular que promueve la
proliferacion y migracion celular (Heldin y Westermark, 1999). La angiopoyetina-1, Ang-1,
es un ligando soluble producido por los pericitos que se une al receptor tirosin-quinasa Tie-2
expresado por las células endoteliales (Sundberg et al., 2002). La interaccion entre Ang-1y
Tie-2 es fundamental para la maduracion y estabilizacion del endotelio (Falcon et al., 2009).
El TGF, siglas de transforminng growth factorp, es un factor de crecimiento expresado por
las células endoteliales y los pericitos durante el proceso de la angiogénesis (Goumans et al.,
2002). Se encuentran presentes en la mayoria de los tumores, aunque su asociacion con el
endotelio sea andmala (Raza et al., 2010). Diferentes estudios han demostrado que son
imprescindibles para el mantenimiento de la red vascular tumoral, al igual que sucede con
los vasos normales, ya que el VEGF producido por el pericito es necesario para la
supervivencia de las células endoteliales en ambos contextos (Darland et al., 2003). Una
hip6tesis considera que la reduccion del nimero de pericitos en los vasos tumorales podria
aumentar la intravasacion de células tumorales, promoviendo su diseminacién hematdgena.
En el establecimiento de un tumor se puede generar un ambiente inflamatorio, habiéndose

observado que en muchos de ellos se crea un ambiente pro-inflamatorio compuesto de
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citosinas, quimiosinas, factores de crecimiento, estroma activado, metaloproteinasas que
degradan la matriz extracelular y agentes que inducen dafio en el ADN. ElI microambiente
inflamatorio inducido por las células tumorales afecta la funcion inmuno efectora a través de
células inmunosupresoras del tipo macréfagos asociados al tumor (TAM), células mieloides
inmaduras Grl+ y Macl+, linfocitos T reguladores (Treg), CD4+, CD25+, natural Kkiller T
(NKT), etc. Es posible que suceda a través de la reduccion del nimero de células dendriticas
para iniciar y mantener una respuesta inmune antitumoral (Nelson y Ganss, 2006). Las
proteinas de fase aguda C reactiva (CRP), mas la amiloide A (SSA), desempefian un papel
muy importante en la induccion de este medio inflamatorio. Las proteinas SAA son también
guimiotacticas para otras células inflamatorias tales como los mastocitos y linfocitos T, asi
como en la induccion de la expresion de enzimas para la remodelacion de la matriz
extracelular y en la produccion de citosinas inflamatorias como TNFo que promueven el
crecimiento tumoral. Las células mieloides supresoras CD11b+ Grl+, inhiben a las células T
y NK protegiendo a las células tumorales de la destruccién inmunoldgica (Yan et al., 2010).
Las células T reguladoras (T reg) se encuentran en el microambiente tumoral y presentan
diferente actividad inmuno-moduladora en el cancer. En condiciones fisioldgicas normales
las células T reg regulan la expansion y activacion de los linfocitos T y B, desempefiando un
papel critico en la homeostasis citotdxica de los linfocitos (Gasteiger et al., 2013). En base a
la respuesta a diferentes estimulos ambientales, las células T reg tienen diferentes efectos en
la tumorogénesis, siendo un ejemplo los tumores de mama, en los cuales se observa que un
incremento de las células T reg se correlacionan con una menor supervivencia, en tanto que
en el cancer colorrectal las T reg estan asociado a una mejor supervivencia. Similar a las
celulas mieloides supresoras 0 MDSCs, las células T reg suprimen la presentacion del
antigeno asociado al tumor, asi como también interfieren con la funcion de las células T
citotoxicas mediante la inhibicidn por la liberacion de granulos citoliticos.

El proceso mediante el cual las células cambian de un fenotipo epitelial a un fenotipo
mesenquimal es conocido como transicion epitelio-mesénsquima (EMT). Dicho proceso se
puede definir como un programa celular que permite la transicion fenotipica de célula
epitelial a mesenquimal. La zona marginal de un tumor es un lugar activo e interactivo de
suma importancia en el microambiente tumoral, donde se acumulan células inmunes y
células estromales. En el caso de las células mieloides inmaduras que se acumulan en esta
region, ellas impiden la diferenciacion de las células presentadoras de antigenos,
favoreciendo de esta manera la evasion por parte de las células tumorales. Los macréfagos
son otro tipo de células principales que se encuentran en la zona marginal, los cuales son

reclutados por productos secretados por las células tumorales (Condeelis y Pollard, 2006).
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Los estudios han demostrado mediante la presencia o ausencia de TGF-f, la importancia del
estroma durante la transicion epitelio-mesénquima en el cancer. También la transicion
epitelial-mesénquima puede ser inducida por TGF-B secretado por las plaguetas. Los
macrdofagos también promueven la invasion de las células tumorales a través del suministro
de factores migratorios, tal como el EGF, que mediante la regulacion en la produccién de
colageno fibrilar, acelera la motilidad celular e induce la actividad proteolitica para la
remodelacién de la matriz extracelular. Durante la transicibn de EMT se producen
alteraciones en la adhesidon célula-célula, interaccion célula-sustrato, degradacion de la
matriz extracelular y en la reorganizacion del citoesqueleto. La EMT se alcanza
completamente cuando tiene lugar la degradacion de la membrana basal y una célula
mesenguimatica pueda migrar, adquiriendo asi la capacidad invasiva, lo que permite la
diseminacion metastasica. Por otra parte, las metastasis y los tumores primarios son
histolégicamente similares, lo cual puede interpretarse como una EMT reversible que
permitiria, en primera instancia, la migracion y diseminacion hacia diferentes 6rganos. Una
vez ubicadas las células que han presentado la EMT, activarian el programa opuesto, la
transicion de MET, lo cual permitiria establecer colonias secundarias retomando la
morfologia epitelial y adquiriendo de nuevo la habilidad de crecer y proliferar.

Como bien se menciono anteriormente, el factor vascular de crecimiento endotelial (VEGF),
es una molécula pro-angiogénica y ha sido implicada en varios pasos del proceso
angiogénico (Fukuda et al., 2003; Siemeister et al., 1998). VEGF es un mitégeno especifico
para el endotelio, que es predictivo de la progresion y recurrencia tumoral. Se sabe que en
tumor de células cebadas tanto en ratones como humanos, las células son capaces de
producir y secretar VEGF (Gerber y Ferrara, 2003). La neoplasia canina de células cebadas,
también es capaz de expresar VEGF y receptores VEGF, aunque VEGF parece no ser un
regulador autocrino del crecimiento en mastocitoma canino (Rebuzzi et al., 2007). Debido a
la importancia de la angiogénesis en el desarrollo tumoral, han surgido nuevas estrategias
terapéuticas angiogénicas para el tratamiento del cancer (Thamm y Vail, 2007; Siemeister,
1998). Un anticuerpo recombinante monoclonal humanizado contra VEGF ha sido aprobado
para el tratamiento en tumores humanos (Ranieri et al., 2006). Asi, el estudio de la expresion
de VEGF en mastocitoma canino podria esperarse de manera similar para proporcionar
nuevas perspectivas para el tratamiento de esta enfermedad.

La prostaglandina E2 (PGE-2), un producto final importante de la reaccion catalizada por la
ciclooxigenasa-2, se ha informado que también estimula la angiogénesis. La PGE-2 parece
inducir a las mastocitos humanos a producir VEGF sin necesidad de degranulacién (Abdel-

Majid y Marshal, 2004). Ademas, la PGE-2 tiene un efecto dependiente de la dosis en la
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inducciéon de mastocitos primarios para liberar el proangiogénico quimioquina
quimioatrayente de monocitos proteina-1 (MCP-1) (Nakayama et al., 2005). Aunque el rol
de las células cebadas en procesos inflamatorios y angiogénicos parece estar bien
caracterizado, la importancia de los mastocitos neopléasicos caninos en la angiogénesis
tumoral sigue siendo pobremente entendida (Nakayama et al., 2005).

En el trabajo realizado por Amorim et al., se demostr6 que los tres grados de mastocitomas
no difirieron en la proporcién o intensidad de VEGF en la inmunotincién (Amorim et al.,
2010). Esto sugiere que VEGF no es un biomarcador adecuado para la malignidad en
mastocitomas caninos y tampoco se esperaria que tuviera utilidad como predictor de
resultados clinicos (Amorim et al., 2010). Se ha encontrado ademas, que VEGF se expresa
en mastocitomas independientemente del grado histoldgico (Rebuzzi et al., 2007). El alto
nivel de expresion de VEGF en todos los mastocitomas puede indicar la agresividad de esta
neoplasia, independientemente del grado histologico (Rebuzzi et al., 2007). EI numero
elevado de mastocitos neoplésicos que fueron positivos a VEGF y PGE-2 en el estudio de
Amorim, se debe probablemente a la produccion normal de estas proteinas en células no
neoplésicas (Szukiewicz et al., 2005). Las células cebadas neoplasicas pueden mantener la
produccion basal normal de estas proteinas. En los mastocitomas de grado Ill se ha
observado una mayor intensidad de tincion de PGE-2 en la inmunohistoquimica. Como
PGE-2 tiene un papel importante en la proliferacion celular, la induccién de apoptosis e
inmunosupresion, este hallazgo esta de acuerdo con el comportamiento biolégico mas
agresivo observado en mastocitomas grado Il y 11, al compararlos con los tumores de grado
I (Lupulescu, 1996). También se sabe que la prostaglandina E2 ejerce un efecto directo sobre
el crecimiento tumoral a través de la angiogénesis, que es mediado por VEGF (Liu et al.,
2002). El hecho de que los tumores de grado Il y 11l tengan niveles comparativamente mas
altos de PGE2, pero no de la produccion de VEGF, sugiere la presencia de citoquinas
adicionales que pueden contribuir a la induccién de la produccion de VEGF en mastocitos.
Como se ha mencionado, las mastocitos son células inflamatorias primarias que son
importantes para la angiogénesis durante la inflamacién aguda y reparaciéon. Los mastocitos

neoplésicos pueden mantener esta capacidad para su ventaja biolégica (Amorim et al., 2010).

Caverzan Matias Pagina - 49 -



Estudio Histopatolégico del Mastocitoma Cutaneo Canino 2019

RESPUESTA INMUNE A LAS NEOPLASIAS

A pesar de que las células cancerosas pueden derivar de sus propios tejidos, siendo
resultado de una transformacion maligna, es probable que estas células expresen moléculas
de superficie extrafias (antigenos tumorales) para el sistema inmunoldgico, y por
consiguiente, se produzca una respuesta inmunoldgica en contra de ellas. La expresion de
estos antigenos puede asociarse con la alta frecuencia de mutaciones genéticas, trayendo
como consecuencia la expresion génica desregulada de proteinas que por lo general no se
expresan, o bien de proteinas anormales. También los tumores de origen viral (virus
oncogénicos) pueden expresar proteinas virales. Por lo tanto, los productos de genes
mutados, desregulados o virales pueden ser reconocidos por los linfocitos B o T. También
puede suceder que estos antigenos tumorales no induzcan una respuesta inmune debido a que
nunca se expresaron antes del desarrollo de las células neoplasicas o bien se expresaron a
niveles basales induciendo tolerancia inmunolégica. Por otro lado, las mutaciones génicas
también participan en la sintesis tumoral de moléculas no proteinicas, como carbohidratos y
lipidos, que pueden ser reconocidos como antigenos por las células B, o bien pueden ser
reconocidas por células efectoras de la inmunidad innata, como las células NK. Se han
podido establecer patrones de expresién diferencial de los antigenos tumorales, entre los
distintos tumores, y entre los tumores y los tejidos normales. Asi, los antigenos tumorales se
clasifican en funcion de estos patrones de expresion:

1) Antigenos tumorales especificos, que son aquellos que s6lo se expresan en células
cancerosas pero no en tejidos normales, por lo que estos antigenos por lo general
evocan respuestas inmunes del huésped al ser reconocidos como extrafios.

2) Algunos antigenos tumorales se expresan de manera simultanea en células
cancerosas como normales, y la expresion puede o no estar restringida al tipo de
tejido que origino el tumor. Estos antigenos se conocen como antigenos asociados a
tumor. A pesar de que estos tumores pueden llegar a inducir una respuesta inmune
por parte del huésped, por lo general esto no ocurre debido a la tolerancia a lo
propio.

Existen otras formas de clasificar a los antigenos tumorales, considerando la capacidad de
inducir una respuesta inmune celular por linfocitos T o de tipo humoral por anticuerpos, o
bien por su estructura molecular y la naturaleza quimica de los antigenos:

a) Productos de oncogenes y genes supresores de tumores. Los productos génicos de
oncogenes y de genes supresores de tumor, se sintetizan, son procesados Yy
presentados a través del complejo mayor de histocompatibilidad clase I (MHC 1), de

la misma manera que lo realizan con las proteinas endocitadas y citosdlicas, los
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péptidos resultantes del procesamiento son presentados y reconocidos por linfocitos
T CD8+, donde la mayoria son de tipo citolitico (LTC). Los péptidos de origen
tumoral, también pueden ser presentados a través del complejo mayor de
histocompatibilidad clase Il (MHC I1), lo cual sucede cuando las células tumorales
son fagocitadas por células presentadoras de antigeno, lo que dard como resultado la
activacion de células T CD4+, de tipo cooperador. Dado que estas proteinas
alteradas no son presentadas en células normales, son reconocidas como extrafias. En
este sentido, algunos pacientes con cancer, presentan células T CD4+ y CD8+
circulantes, que responden a productos mutados de oncogenes como RAS, p53 y
BCR-ABL.

b) Productos de otros genes mutados. La transformacion maligna de las células
tumorales, por lo general implica la inestabilidad genética, por lo que una gran
variedad de genes pueden estar mutados, incluyendo genes cuyos productos no estan
relacionados a la transformacion maligna, incluso genes de funcién desconocida.
Empero, todos ellos, pueden en potencia expresar antigenos tumorales.

C) Expresion aberrante o sobreexpresion de proteinas celulares. Las proteinas que
pueden expresarse en células tumorales, no siempre presentan cambios en sus
estructura, es decir no estdn mutadas, pero si sobreexpresadas, lo que induce la
respuesta inmune. Los antigenos tumorales pueden ser proteinas celulares normales,
que se expresan de modo anormal en las células tumorales y que inducen una
respuesta inmune.

d) Antigenos tumorales por virus oncogénicos. En los procesos de carcinogénesis
animal y humana, se encuentran involucrados una gran cantidad de virus tanto ADN
como ARN, los cuales en alguna etapa de su ciclo de infeccion, utilizara a la célula
huésped para la sintesis de sus acidos nucleicos y de sus proteinas esenciales como
la capside, estas ultimas pueden estar inmersas en la pared celular del huésped y ser
reconocidas por el sistema inmune. Algunos antigenos virales son buenos
inmundgenos.

e) Antigenos oncofetales. Son proteinas antigénicas expresadas en células normales
durante el desarrollo embrionario, pero no en tejidos adultos o maduros. Por lo
regular, los genes que codifican para estas proteinas son inhibidos o silenciados
luego del desarrollo embrionario, sin embargo, cuando las células sufren un proceso
de transformacion maligna, los genes que estaban reprimidos pueden volver a
activarse y por lo tanto, expresarse de nuevo en los tejidos tumorales adultos. La

importancia de estos antigenos, es que son marcadores Utiles en el diagnostico y
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seguimiento de tumores. No hay evidencia de que sean blancos de la inmunidad
antitumoral.

f) Glucolipidos y glucoproteinas alteradas en la superficie celular. En la superficie
celular normal, existe una gran variedad de proteinas que tienen modificaciones
postraduccionales como es la adicion de lipidos o carbohidratos, por lo tanto, es
comun que los tumores de origen animal y humano, también expresen altos niveles
de glucoproteinas y lipoproteinas alteradas. Por lo general, este tipo de antigenos
induce una respuesta inmune de tipo humoral, por lo que los anticuerpos generados
reconocen algunos péptidos unidos a carbohidratos. Aun cuando la mayoria de los
epitopes que reconocen estos anticuerpos no son especificos de las células
tumorales, estos se encuentran en altos niveles si se comparan con la de tejidos
normales.

g) Antigenos especificos de diferenciacion celular. Todas las células normales
presentan en su superficie proteinas especificas de la linea celular de la que proceden
y en algunos casos las células tumorales expresan las proteinas de la linea celular de
la cual proceden. Estas proteinas de superficie son Ilamadas antigenos de
diferenciacion, ya que son especificas de lineas celulares particulares o de diferentes
estadios de maduracion de una linea celular. La importancia de estos antigenos es
gue permite identificar el tejido de donde se originé el tumor.

Existe una respuesta inmune celular y humoral en contra de los antigenos tumorales y
algunos de estos mecanismos de defensa son innatos y otros inducidos.

Los mecanismos innatos son la primera linea de defensa del organismo, ya que su actividad
no requiere sensibilizacién previa. Actlan desde el primer momento, cuando el namero de
células transformadas es pequefio, y actlan sobre diversas poblaciones de células
neopléasicas, con independencia de estirpe, origen o inmunogenicidad.

En los mecanismos celulares participan varios tipos celulares, con actividad no restringida
por el MCH vy con el potencial de ser estimuladas por linfocinas. Las células NK a nivel
inmunofenotipico son positivas para los antigenos de superficie CD 56 y CD 16 (este tltimo
receptor de baja afinidad para el Fc de la Ig) y no tienen marcadores fenotipicos T ni B. son
muy efectivas contra células neoplésicas con baja expresion de antigenos MHC clase |. esto,
entre otros mecanismos se debe a que presentan un receptor inhibidor Ilamado KIR (killer
inhibitory receptor) que al interactuar con moléculas MHC clase |, inhibe la actividad
citotoxica de estas células. Este mecanismo inhibiria la actividad citotoxica contra células

normales, en cambio las células tumorales al expresar menor cantidad de moléculas MHC |
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serian destruidas por las NK. Esto Gltimo es importante porque el déficit de moléculas MHC
permite a las células tumorales escapar del reconocimiento por linfocitos T.

La actividad citotdxica de las NK incluye mecanismos basados en la lisis celular y en la
induccion de apoptosis. Ademas de la citotoxicidad directa, las NK pueden producir factores
solubles citotoxicos como TNFa e INFy. También participan de la citotoxicidad mediada por
anticuerpos, ya que tienen receptores para el Fc de las Ig.

Las células LAK (del inglés lymphokine activated Killer) son capaces de lisar numerosas
lineas tumorales una vez activadas por IL-2. Presentan un fenotipo NK, por lo que se las
considera NK activadas.

Los macro6fagos poseen una capacidad tumoricida muy alta una vez que son activados por
linfocinas como el INFy. Una vez activados presentan mayor capacidad para adherirse a
células neoplésicas y para producir factores citotoxicos como proteasas, TNFa, peroxido de
oxigeno. El TNFa al unirse a receptores de superficie de la célula tumoral, puede producir su
muerte en forma directa, ademas de actuar sobre los vasos tumorales en donde induce
trombosis e isquemia del tejido neoplasico.

En cuanto a los mecanismos humorales, se sabe existen en el suero anticuerpos naturales
producidos sin una inmunizacién previa, son de tipo IgM y poli-reactivos. Son capaces de
reconocer antigenos tumorales y su mecanismo efector tal vez implique a células con
receptores para Fc de la Ig, como los macrofagos y las NK.

Los mecanismos celulares involucran a los linfocitos T. los linfocitos T CD4+, pueden ser
activados por APC, que expresan MHC clase Il, junto a péptidos derivados de las células
tumorales fagocitadas. Algunos tumores expresan moléculas de MHC clase Il, pudiendo
activar de modo directo a los linfocitos CD4+. Si bien estas células no son citotoxicas, una
vez activadas, gracias a la produccion de citosinas pueden expandir y activar otras células
efectoras antitumorales, como linfocitos T citotoxicos, macrofagos y NK.

Los linfocitos T citotoxicos, en general CD8+, reconocen al antigenos asociado a moléculas
MHC clase | por medio de su receptor especifico TCR. EI mecanismo por el que se produce
la muerte es igual que las NK, es decir por lisis y por apoptosis, mediante perforinas,
granzimas y el sistema FAS/FAS-L. Se han encontrado linfocitos infiltrantes de tumor,
conocidos con las siglas TIL, que fenotipicamente corresponden a linfocitos T citotoxicos.
Los linfocitos B, con colaboracion de linfocitos T, pueden responder frente al tumor
produciendo anticuerpos especificos contra sus antigenos. Los anticuerpos pueden actuar
activando el complemento y a través de la citotoxicidad celular dependiente de anticuerpos
(ADCC) interaccionando con receptores Fc en células efectoras como macrofagos, NK y
LTC.
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A pesar de que los tumores pueden ser reconocidos como extrafios por el huésped y la
inmunovigilancia limita el crecimiento, es evidente que el sistema inmune no impide la
aparicion de células cancerosas.

El proceso de evasion de la respuesta inmune, se denomina escape tumoral y puede ser
asociado a diversos factores:

1. Reduccion o modificacion de las moléculas clase | del MHC.

2. Incapacidad para activar linfocitos T CD4+, la mayoria de las células tumorales no
expresan moléculas MHC clase II, por lo tanto no pueden activar por si células T
cooperadoras. La Unica via para activarlos es que los macréfagos infiltren el tumor,
fagociten la célula tumoral y presenten los antigenos en sus moléculas de clase Il y
activen a los CD4+.

3. La falta de factores coestimuladores o de cofactores como B7, o de adhesion como
ICAM y LFA-3 hace ineficaz la presentacion antigénica. Ademas, la presentacion de
antigenos tumorales en ausencia de coestimulacién, puede llevar a tolerancia
periférica por mecanismo de anergia clonal.

4. Las células cancerigenas pueden producir factores inmunosupresores como TGFf o
IL-10, ambos son potentes citosinas inhibidoras de la respuesta inmune.

5. La tolerancia inmunoldgica hacia los antigenos tumorales puede inducirse en la
etapa neonatal.

6. La modulacion de antigenos en la superficie de las células malignas esta asociada a
la unién de anticuerpos. Si el anticuerpo se une a la célula, esta no sera capaz de
activar el complemento ni de ser reconocido por receptores para Fc de células
efectoras, por lo tanto esta interaccion antigeno anticuerpo sera protectora para la
celula tumoral. La modulacion antigénica, es un problema que complica la
inmunoterapia pasiva con anticuerpos antitumorales.

7. El répido crecimiento de las células tumorales y el tamafio de la masa tumoral
pueden favorecer la aparicién de células cancerigenas resistentes a la respuesta
inmune, adem&s de que por si mismo la gran cantidad de células tumorales
sobrepasaré la capacidad de la respuesta inmune.

8. La respuesta inmune por lo general tendrd como células blanco, las células mas
susceptibles por lo que inducird la seleccién de clonas resistentes.

9. Las células tumorales pueden incrementar su resistencia a la apoptosis mediada por
el factor de necrosis tumoral, al modificar o disminuir la expresion del receptor de
TNF-o.
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10. Algunas células cancerosas recubren sus antigenos proteicos de superficie con &cido
sidlico presente en los mucopolisacaridos, produciendo un enmascaramiento
antigénico. Otro mecanismo de enmascaramiento es al activar el sistema de la

coagulacién y cubrirse de fibrina para evitar el reconocimiento.
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MASTOCITOMAS

Existen dos tipos de procesos diferentes en los mastocitos: reactivo y neoplasico. Los
agregados no neoplésicos ocurren en ciertas condiciones, sobre todo en las reacciones
inflamatorias de naturaleza alérgica (Weiss, 1965). El término mastocitosis es
frecuentemente utilizado para referirse a procesos reactivos. Sin embargo, dicho término,
suele utilizarse para referirse a un proceso multifocal maligno, sobre todo si se acompafa
con una leucemia mastocitica. Por tal motivo, es que deberia evitarse el uso de dicho
término. El tumor de mastocitos es uno de los tumores mas comunes de la piel del perro. Se
ha estimado que el tumor de mastocitos representa el 6% de todos los tumores en el perro
(Lombard et al., 1963) y el 20 al 25% de los tumores cutaneos y subcutaneos (Bostock,
1989). La causa que da origen a los mastocitomas en el perro es desconocida. En raras
ocasiones se han asociado a inflamaciones crénicas y a sustancias irritantes. Recientemente
se han encontrado mutaciones en el proto-oncogen c-Kit en mas de la mitad de los perros
con mastocitomas. Los mastocitos son una poblacion de células heterogéneas originadas de
células madres en la médula dsea. Kit es el receptor del factor de células madres y esta
contenido en el proto-oncogen c-kit. La interaccion entre el factor de células madres y el Kit
es necesaria para la diferenciacion, supervivencia y funcionalidad de los mastocitos. La
mutacion en el c-Kit lleva a la activacion del Kit en ausencia del factor de células madre, lo
cual provoca una proliferaciéon incontrolada de los precursores de los mastocitos. La
presencia del c-Kit puede ser utilizado como un marcador inmunohistoquimico en el
mastocitoma canino.
Los mastocitomas se pueden presentar en cualquier raza, aunque bien se sabe existe una
predisposicion racial en razas braquicefalicas, como lo son el Boxer, Bulldog, Boston
Terrier, también pueden desarrollarse en otras razas tales como Schnauzer, Shar Pei,
Labrador Retriever. Afecta generalmente perros de edad avanzada, con un promedio de
aproximadamente 8 afios, aunque existe un rango de 4 meses a 18 afios (Hottendorf y
Nielsen, 1967). En general las razas braquicefalicas tienden a desarrollar mastocitomas de
comportamiento menos agresivo (mastocitomas de bajo grado), mientras perros de raza Shar
Pei (figura 8), particularmente perros jovenes, estdn predispuestos a desarrollar
mastocitomas pobremente diferenciados y de comportamiento biolégico agresivo (alto

grado).
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La apariencia clinica del mastocitoma puede ser muy variada y asemejarse a numerosas
lesiones cuténeas, de etiologia tumoral o no. Por ello, muchos autores denominan a este
tumor como “el gran imitador”. No hay una presentacion tipica para el mastocitoma canino.
El aspecto macroscépico puede ser similar al de cualquier otro tumor cuténeo y el
mastocitoma deberia ser considerado en el diagnostico diferencial de cualquier tumor de piel.
Los mastocitomas pueden variar su conducta desde tumores de bajo grado con lento

crecimiento que siguen un curso benigno hasta aquellos tumores malignos invasivos y de

Figura 8:
Manifestacién de
un tumor de células
cebadas de alto
grado de
malignidad,
expresado en la
cara de un ejemplar
de raza Shar Pei.
(Simon y Bernard,
2012)

répido crecimiento, existiendo muchos estadios intermedios.

Los tumores de mastocitos pueden involucrar cualquier region del cuerpo. Los cuartos
traseros son los sitios mas comdnmente involucrados, particularmente el muslo, ingle y
escroto. Aproximadamente un 25% de perros con mastocitomas cutaneos son mdltiples
(Nielsen, 1952; Orkin y Schwartzman, 1960). Los tumores primarios extracutaneos son raros
(Patnaik et al., 1982). Se han observado en la cavidad nasal, nasofaringe, laringe, trdquea, y
ganglios linfaticos intrabdominales (Bostock 1973, lwata et al., 2000, Rothwell et al., 1987).
La presentacion mas comun es la de una masa cutanea solitaria, pequefia elevada, firme, bien
definida que puede estar eritematosa, alopécica y/o ulcerada, sin embargo, también pueden
aparecer como masas poco definidas y suaves, involucrando el tejido subcutaneo
dificultandose distinguirse con otro tipo de neoplasia Gnicamente por la apariencia clinica

(figura 9), a menos que se realice una biopsia para confirmar el diagnéstico.
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Figura 9: Izquierda; imagen de un mastocitoma cutaneo de alto grado de malignidad
(grado I11); nétese que la masa tumoral se encuentra ampliamente ulcerada.; Derecha;
multiples masas tumorales ubicadas en hocico de un canino raza Boxer. (Simon y
Bernard, 2012)

Varian de 1 a 10 centimetros de didmetro, pero ocasionalmente se han observado tumores
mas grandes. La superficie al corte del tumor es tipicamente blanca grisacea, pero puede ser
de color marrén o gris. Los mastocitomas bien diferenciados tienden a ser solitarios, de 1 a 4
cm de diametro y crecimiento lento. Tienden a no estar ulcerados, pero puede haber pérdida
de pelo alrededor. Los tumores poco diferenciados tienden a crecer rapidamente, a ulcerarse
y suelen tener gran tamafo y limites imprecisos. Los tejidos a su alrededor pueden estar
inflamados y edematosos (Mullins et al., 2006, Tams y Macy 1981, Van Pelt et al., 1986).
Aquellos tumores de grado intermedio suelen estar entre los dos extremos. En ocasiones se
puede presentar en forma multiple, y en casos avanzados los tumores pueden desarrollarse
hasta formar tumores grandes o aparecer como una inflamacion difusa de extensas zonas
cutaneas y subcutdneas. La presencia de linfadenopatia, causada por el desarrollo de
metastasis es comdn en neoplasias de comportamiento agresivo, aunque también llega a
presentarse en mastocitomas de bajo grado. Es por esto que los nddulos linfaticos regionales
deben ser evaluados cuidadosamente, aun cuando se consideren de tamafio normal. Es
normal la presencia ocasional de células cebadas en nddulos linfaticos normales o reactivos,
empero, se debe tener cautela con la determinacion de metastasis; generalmente las células
cebadas malignas en nodulos linfaticos tienden a presentarse en agregados y no como células
Unicas aisladas. La tasa de metastasis es baja, pero existe un patron tipico en el sistema
reticuloendotelial, con metastasis en ganglios, bazo, higado y médula 6sea. Generalmente la

metastasis sistémica es el resultado de un tumor cutaneo primario, aunque puede ocurrir
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como un sindrome independiente. En estos casos se observa linfoadenopatia, esplenomegalia
y puede haber derrame pleural y ascitis. Esta presentacion al igual que la leucemia de
mastocitos es muy poco frecuente en perros y gatos. Debido a su comportamiento
impredecible, pueden estar presentes durante muchos afios antes de diseminarse. El
desarrollo de metéstasis pulmonar es muy poco comin en mastocitomas.

La manipulacién mecénica durante el examen fisico del tumor puede causar desgranulacion
de las células cebadas, produciendo eritema e inflamacion. Este fendmeno es conocido como

“signo de Darier” (figura 10). El propietario puede comentar que el tumor se agranda de

Figura 10: fotografia que
muestra el eritema y formaciéon de
roncha alrededor de la lesién
tumoral, posteriormente a la
manipulacion del mastocitoma
cutaneo. Este fendmeno es el
resultante de la liberacion de
aminas vasoactivas de granulos de
las células cebadas, este proceso
se conoce como “Signo de
Darier”. (Withrow & Mac
Ewen’s, 2013)

repente y luego disminuye de tamafio durante un periodo de 24 horas. Este antecedente
deberia aumentar la sospecha por mastocitoma.

Aparte de los efectos directos del tumor de células cebadas en el perro, varios problemas
relacionados pueden desarrollarse, incluyendo Ulceras gastricas y duodenales, glomerulitis
focal, alteracion de la respuesta inmune y alteraciones en la coagulacion. Asi mismo, en la
evaluacion de caninos con mastocitomas se ha encontrado eosinofilia que se explica por la
IL-5 liberada a partir de las células cebadas, la anemia que se presenta en algunos casos es
consecuencia de alteraciones gastrointestinales y esplenomegalia (Cayate et al., 1995).
Howard et al., (1969) observaron Ulceras por encima del 80% de perros con este tumor. Las
Glceras ocurren mas a menudo en el estdmago, menos en el duodeno y normalmente son
maltiples. Las lesiones observadas han variado desde pequefias erosiones precisas a grandes
Ulceras perforadas que producen peritonitis fatal aguda. El conocimiento exacto de la
patogénesis de las ulceraciones gastroduodenales no es del todo conocido, se piensa que esta

relacionada a la liberacion de histamina por los mastocitos. La actividad ulcerogénica de la
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histamina probablemente esta relacionada al estimulo de receptores H2 de células parietales
géstricas que causan un marcado aumento en la acidez gastrica (Tams y Macy, 1981).

La glomerulitis focal fue observada en aproximadamente en el 70% de los casos de
mastocitomas por Hottendorf y Nielsen (1968). La glomerulitis fue caracterizada por una
infiltracion pericorpuscular de células plasméticas, acumulaciones focales de un material
amorfo eosinofilico, en la membrana basal del capilar glomerular y engrosamiento de la
capsula de Bowman.

Para abordar un diagnostico hacia el mastocitoma, como para asi también a otras
formaciones neopléasicas sospechosas, todos los perros deben ser evaluados con una base de
datos minima que incluye un hemograma, quimica sanguinea y examen general de orina. El
hemograma completo puede revelar anemia o desvio a la izquierda (regenerativo o
degenerativo) sugestivos de sangrado o perforacion gastrointestinal respectivamente. Los
pacientes con mastocitosis sistémica en ocasiones tienen eosinofilia y basofilia periféricas,
ademéas de grandes cantidades de células cebadas circundantes. Aunque las radiografias
torécicas estan indicadas como parte de la evaluacion general y establecimiento del estado
clinico, como bien se mencioné anteriormente, el desarrollo de metéstasis pulmonar es muy
poco comun en mastocitomas, sin embargo, son de utilidad para establecer posible
linfadenopatia intratorécica esternal, hiliar o mediastinica. Es una practica comun de los
médicos veterinarios clinicos realizar el diagnostico de mastocitoma mediante citologia por
aspiracion con aguja fina, pero se debe tener en cuenta que en mastocitomas pobremente
diferenciados pueden presentar pocos granulos pequefios pobremente tefiidos o incluso, no
presentarlos. Los grados reportados citoldgicamente, pocas veces corresponden con los
grados establecidos histopatol6gicamente, por lo que el grado siempre debe ser establecido
por histopatologia. Es por esto que el diagnostico histologico es esencial y de suma
importancia para confirmar el diagnostico, grado histoldgico y determinacion de margenes
quirdrgicos. Cabe destacar que la presencia de mastocitos en la piel de una biopsia no es
indicativa de neoplasia ya que son células que pueden encontrarse incluso ante una respuesta
inflamatoria no cancerosa.

Se han utilizado varios sistemas de clasificacion para mastocitoma, y entre ellos, la méas
utilizada ha sido el sistema de Patnaik, en el cual se clasifica dichos tumores en 3 grados
segun las caracteristicas histoldgicas que incluyen celularidad, morfologia celular,
invasividad, actividad mitética y reaccion estromal (Patnaik et al., 1984). De acuerdo con
esta clasificacion, los mastocitos bien diferenciados (grado 1) llevan un excelente prondstico
a largo plazo y generalmente son curados por cirugia en un 95% de los casos, mientras que

los mastocitomas mal diferenciados (grado IlI) son localmente invasivos y tienen mas
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probabilidades de metéstasis, por lo que la qumioterapia se recomienda ademas de la cirugia.
Por el contrario, el comportamiento de los mastocitomas intermedios (grado 1) es més dificil
de predecir. La mayoria de los grado Il son solucionados con amplia reseccion quirdrgica,
pero entre el 5% y 22% metastizan o recurren (Blackwood et al., 2012).

e Grado I; bien diferenciado. Posee células cebadas bien diferenciadas con bordes
citoplasméticos bien definidos y nuacleo regular redondo u oval, figuras mitéticas
ausentes o muy infrecuentes, granulos grandes, abundantes y de tincién profunda y
las células neoplésicas confinadas a la dermis y espacios foliculares.

e Grado Il; moderadamente diferenciado. Células agregadas de manera cercana con
pobre distincion de margenes citoplasmaticos, relacion ndcleo/citoplasma
disminuida, figuras mitdticas infrecuentes, presencia de granulos variable con cierta
disminucién en cantidad, las células neoplasicas infiltran o reemplazan al tejido
subdérmico y subcutaneo.

e Grado IlI; pobremente diferenciado. Existe celularidad alta, pobre distincion de
margenes citoplasmaticos, nucleo de tamafio variable e irregular, figuras mitéticas
frecuentes, granulos citoplasmaticos disminuidos en nimero o ausentes, las células
neoplasicas reemplazan el tejido subcutaneo y tejidos frecuentes.

Para mejorar la concordancia entre patélogos y reducir la incertidumbre prondstica del grado
intermedio, se propuso un sistema de clasificacion histoldgica de 2 niveles en 2011 por
Kiupel et al., 2011). Segun el sistema de Kiupel, el diagnostico de un mastocitoma de alto
grado se caracteriza por contener cualquiera de los siguientes criterios:

e Al menos 7 figuras mit6ticas en 10 campos de alta resolucion

e Al menos 3 células multinucleadas en 10 campos de alta resolucién

e Al menos 3 nucleos extrafios en 10 campos de alta resolucion y cariomegalia

Todos otros tumores se consideran de bajo grado (Kiupel et al., 2011).

Ademas del diagnostico y clasificacion de los mastocitomas por histopatologia, se debe
clasificar el estadio clinico, este es de importancia para establecer el pronéstico, sin embargo
no siempre se refleja el comportamiento bioldgico de la neoplasia. Por ejemplo, aunque en
general el encontrar evidencia de metéstasis a un nddulo linfatico regional se considera como
un factor prondstico negativo, se ha encontrado que en el caso de mastocitomas de bajo
grado, a pesar de presentar metastasis al nédulo linfético regional, presentan tiempos largos
de sobrevivencia cuando se realiza un control local adecuado de la neoplasia y nodulo
linfatico adecuado (cirugia o radioterapia). El estadio clinico del mastocitoma en el perro,

puede clasificarse de la siguiente manera, segun la Organizacion Mundial de la Salud,;
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= Estado clinico I: neoplasia confinada a la dermis sin nédulos linfaticos afectados.
(imagen 11)

= Estado clinico Il: neoplasia confinada a la dermis con implicacion de nédulos
linfaticos regionales.

= Estado clinico I11: maltiples neoplasias dérmicas o una neoplasia grande (>3 cm) e
infiltrada, con o sin afeccién de los nddulos linfaticos regionales. (Imagen 12)

= Estado clinico 1V: cualquier neoplasia con metastasis distante.

= Subestado a: cualquier estado clinico con signos sistémicos ausentes.

= Subestado b: cualquier estado clinico con signos sistémicos presentes.

Figura 11: La imagen muestra una estructura neoplésica, redondeada, bien
circunscripta, ubicada en piel de escroto de un canino, de raza Mastin
Napolitano. En la evaluacion histopatoldgica se concluyé un mastocitoma
grado II.

Cortesia de MV MSc, Alcoba A., MV, Segui MM.
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S 3 3

Imagen 12: Obsérvese la imagen que muestra numerosas estructuras
neoplésicas ubicadas en piel de zona inguinal de un canino macho, de raza
Dogo Argentino. Estas neoformaciones se correlacionan con un mal
pronostico en los mastocitomas cutaneos. En la evaluacion histopatologica se
diagnosticé mastocitoma grado 111

Cortesia de MV MSc, Alcoba A., MV, Segui MM.
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MASTOCITOMA Y MARCADORES MOLECULARES
Una particularidad de los mastocitomas es la posible determinacion de los diferentes

patrones de expresion del receptor c-Kit de inmunohistologia (da Costa et al., 2007). Por otro
lado, el antigeno Ki-67 es una proteina nuclear muy asociada a las fases de mitosis y, por
ello, se emplea como un marcador de la proliferacion. Los estudios histologicos e
inmunohistoldgicos (c-kit, antigeno Ki-67), asi como los anlisis genéticos nos van a aportar
mayor exactitud en la caracterizacion y en el prondstico (Welle et al., 2008).

El receptor c-Kit es un receptor tirosinquinasa tipo Ill, también llamado CD117. Este
receptor aparece de forma fisioldgica en diversos tejidos, como por ejemplo en células
madres hematopoyéticas, tejido epitelial, melanocitos, en ovarios y testiculos y en partes del
cerebro (Morini et al., 2004). La expresion del c-Kit también aparece en tumores
procedentes de estos tejidos. En un estudio inmunohistolégico, los mastocitos normales
muestran un patron de expresion del c-Kit tipo 1.

Se ha demostrado que un fuerte predictor del tiempo de supervivencia, tiempo de recurrencia
local y metéstasis fue el indice mitético (IM), evaluado como el nimero de figuras mitoéticas
por diez campos de alta potencia (Thompson et al., 2011). EI IM es una prueba de pronéstico
valiosa (Elston et al., 2009; Romanski et al., 2007) y una parte fundamental del esquema de
clasificacion para el mastocitoma cutaneo (Bostock, 1973; Gross et al., 2005; Patnaik et al.,
1984). A pesar de esto, hay inconvenientes al usar el IM como Unico determinante para la
evaluacion de proliferacion celular, y esto se debe a que el recuento preciso de figuras
mitoticas puede estar influenciado por la seleccién de campo, plano de seccién, diametro del
campo, intensidad de la granularidad citoplasmatica (o presencia de aplastamiento del
artefacto), necrosis y/o células apoptdticas.

Todas estas variables pueden contribuir al desacuerdo entre observadores. Ademas, el indice
mitdtico solo detecta células en la fase mitética en lugar del crecimiento completo (es decir,
todas las células activas dentro del ciclo celular). Para abordar estos problemas, se han
realizado muchos estudios que han evaluado el uso de ensayos de proliferacion celular
adyuvante, incluyendo tincién histoquimica para las regiones de organizacién nucleolar
argirofilicas (AgNOR) (Bostock et al., 1989; Kravis et al., 1999; Maglennon et al., 2008) e
inmunohistoquimica para Ki67 (Abadie et al., 1999; Scase et al., 2006; Webster et al.,
2007). La proteina nuclear Ki67 se expresa en todas las etapas del ciclo celular, pero no esta
presente en las células no ciclicas, por lo tanto, la expresion de Ki67 se puede utilizar para
evaluar la fraccion de crecimiento tumoral.

Por otro lado, las regiones organizadoras nucleolares argirofilicas (AgNOR) se presentan en
el ndcleo, captan colorantes argénticos y son una medicién indirecta de la proliferacion

celular. AgNOR, son subunidades nucleolares involucradas en la transcripcion de ARN, vy el

Caverzan Matias Pagina - 64 -



Estudio Histopatolégico del Mastocitoma Cutaneo Canino 2019

nimero de éstas presentes por célula estd asociado con la tasa de proliferacion celular
(Webster et al., 2007). ElI nimero promedio de AgNOR/célula se correlaciona bien con el
grado tumoral en especimenes de histopatologia (Bostock et al., 1989; Kravis et al., 1996), y
parece ser un predictor independiente de la muerte relacionada con el tumor (Bostock et al.,
1989). En un estudio, el recuento de AgNOR fue mas alto en perros que experimentan
enfermedad metastésica (Simoes et al., 1994).

Otro método para medir la proliferacién celular, coloracion para el antigeno nuclear de
células proliferativas (PCNA), también fue predictor de metastasis y escasa sobrevida en
perros con mastocitoma cutaneo (Simoes et al., 1994). La asociacién entre PCNA y tiempo
de supervivencia fue menos evidente en otro informe (Abadie et al., 1999). Los autores de
una investigacion propusieron el uso combinado del grado microscopico, AGQNOR y PCNA,
para determinar el prondéstico. Aplicando tal modelo, el prondstico exacto no pudo ser
establecido para el 20% de los perros con tumor de células cebadas, destacando la

heterogeneidad de esta enfermedad (Simoes et al., 1994).
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TRATAMIENTOS

El control del mastocitoma canino consiste en el uso de cirugia, quimioterapia o
terapia radiante, ya sea en forma individual o combinada.
La escision quirdrgica se indica si el mastocitoma es solitario y no hay evidencia de afeccion
ganglionar o diseminacion sistémica. La reseccion debe ser amplia y profunda hasta un
margen minimo de 2-3 cm alrededor de los limites tumorales observados, y un plano fascial
por debajo. Con esta modalidad, la recurrencia para los grados 1y 2 es minima (Simpson et
al., 2004).
Todo el tejido resecado debe ser remitido a patologia para determinar la entereza de la
escision quirdrgica. Si el tumor es de grado 1 0 2 y la escision es completa, no se requiere
tratamiento adicional. Una segunda intervencion quirdrgica debe incluir el campo previo mas
margenes laterales de 2-3 cm y tejido profundo adicional. Si esto no se puede llevar a cabo
por la ubicacion lesional u otros factores, o si el MTC es de grado 3, se debe indicar la
terapia adicional. La quimioterapia puede ser considerada si se detectan metastasis o el MTC
es de grado 3. Existen tres estudios que han desafiado el antiguo concepto (Bostock, 1973;
Patnaik et al., 1984) que los perros con mastocitoma de grado 2 presentan alta probabilidad
de recurrencia local, incluso luego de resecciones en apariencia completas. Estos trabajos
demostraron que con cirugias mas agresivas y examen histopatolégico de los bordes, esta
clase de pacientes tenia una tasa de recurrencia local mucho menor y tiempo de
supervivencia mas prolongado, que lo previamente comunicado. En contraparte, el estudio
realizado por Baker-Gabb, et al., 2003, demostr6 que los tumores de grado 3 tenian mayor
probabilidad de ser resecados en forma incompleta y hacer metastasis, que los MTC de grado
1y 2. La quimioterapia debe ser considerada para los MTC de grado 3.
Como se ha mencionado anteriormente, la enfermedad metastasica es mas frecuente en
perros con mastocitoma de grado Il y en pacientes con resecciones incompletas de los
tumores cutaneos (Baker-Gabb et al., 2003).
Los glucocorticoides basicamente son paliativos, pero pueden suceder algunas respuestas a
largo plazo. La prednisona (2 mg/kg/dia, oral, 2 semanas, luego 1 mg/kg/dia, 2 semanas,
luego 1 mg/kg/dia por medio) se administra en tanto no haya progreso tumoral.
Se desconoce el mecanismo exacto de los efectos citotoxicos sobre los mastocitoma, aunque
el proceso puede ser paralelo a la actividad de los glucocorticoides sobre los linfocitos. Los
receptores de glucocorticoides se encuentran en el citoplasma de las células cebadas caninas;
estos sitios podrian intervenir en la susceptibilidad de los MCT a los corticosteroides
(Takahashi et al., 1997). No interesa el tipo de glucocorticoide administrado, pero la

aplicacién intralesional puede ser méas efectiva que la administracion sistémica. Pocos
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efectos colaterales cushingoides se observan con los glucocorticoides de accién corta, como
la prednisona. La duracion de remision por lo usual es de 10 a 20 semanas.

Aunque los receptores para progesterona y estrogenos fueron identificados en las células
tumorales de perros con mastocitoma, todavia se debe investigar el rol de los esteroides
sexuales en el tratamiento de esta enfermedad.

Las proteinas de resistencia a multidrogas (glucoproteina-p y proteina asociada a resistencia
a multidrogas) fueron detectadas en el 25% de los mastocitomas cutaneos caninos. Estas
proteinas son importantes en la resistencia de las células tumorales a los glucocorticoides y
agentes quimioterapicos, como doxorrubicina y vincristina. Ambas proteinas faltaban en los
tumores de grado Ill, lo cual es alentador, porque estas son las neoplasias que con mayor
asiduidad requieren quimioterapia (Miyoshi et al., 2002).

Los farmacos que mayor eficacia poseen en el tratamiento de mastocitomas son la
vinblastina, lomustina y prednisona. Con prednisona aproximadamente un 20% presentan
remisién; generalmente la remision es parcial y es principalmente atribuible al control de la
inflamacion y edema peritumoral. Con vinblastina, cuando es utilizada en conjunto con
prednisona, es esperado obtener una remision en 40 a 50% de los casos. La lomustina como
Unico agente causa una remision en aproximadamente 40% de los casos, siendo parcial en la
mayoria de ellos. Sin embargo, al ser utilizada de manera adyuvante a cirugia es mucho mas

efectiva en alcanzar tiempos de remision y supervivencias mas prolongadas.
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CLASIFICACION DE LAS NEOPLASIAS

Es importante reconocer que la palabra tumor bien esté relacionada con neoplasia,
pero el significado original es derivado de la palabra griega para hinchazén. Por esto,
recordar que no todos los procesos que producen masas son neoplasias. Las lesiones no
neoplésicas se deben distinguir de las neoplasias, ya que hay varios procesos que causan la
ampliacion del tejido o causan una apariencia histolégica anormal que tiene cierto parecido
con la neoplasia.
La hiperplasia es un aumento en el tamafio de un 6rgano o tejido debido a un aumento en el
namero de células. Pudiendo reconocerse una hiperplasia fisiol6gica y patoldgica. La
hiperplasia fisiolégica ocurre en respuesta a un estimulo conocido, y cesa cuando este se
elimina. A diferencia, la hiperplasia patol6gica implica un aumento en el tamafio del tejido
debido a un aumento en la replicacién celular, si bien el proceso puede no ser dafiino, no es
atil para el individuo. El estimulo para la hiperplasia patoldgica es frecuentemente atribuido
a un exceso de factores de crecimiento, pero la causa precisa a menudo suele desconocerse.
La hipertrofia, es un aumento en el tamafio del tejido o del 6rgano debido a un aumento en el
tamafio de la célula. Este proceso, a semejanza de la hiperplasia, también puede dividirse en
procesos fisioldgicos y patolégicos. Las células con la habilidad para dividirse pueden sufrir
hipertrofia e hiperplasia en respuesta a las demandas crecientes. Por lo tanto, en muchos
tejidos, especialmente endocrinos, un aumento en el tamafio del 6rgano puede ocurrir como
resultado de ambos procesos.
La displasia es un cambio no adaptativo en la apariencia de la célula debido a una pérdida de
uniformidad de las células individuales y una pérdida de su orientacion arquitecténica. Se
puede reconocer a nivel microscopico por atipia citologica que todavia esta confinada a sus
sitios microanatémicos normales. La displasia generalmente se considera una lesion
premaligna, pero no todas las lesiones daran como resultado una neoplasia.
Existen caracteristicas que distinguen a las lesiones benignas de las malignas. Los cambios
caracteristicos en las células malignas incluyen variacion en tamafio celular (anisocitosis),
variacion en tamafio nuclear (anisocariosis), y un aumento de la relacién nicleo-citoplasma
que se aproxima a 1:1 en lugar de lo normal de 1:4 a 1:6, dependiendo del tipo de célula. Los
nacleos pueden ser hipercrométicos, que refleja un aumento en el contenido de ADN
anormal (aneuploidia), o pueden tener ndcleos vesiculares abiertos indicativos de la
transcripcion de genes activos. Los nucléolos son a menudo prominentes o multiples,
indicativo de produccion activa del ARN ribosomal necesario para la sintesis de proteinas.
Las figuras mitoticas tienden a aumentar y a menudo son extrafias. EI aumento en las figuras

mitoticas se pueden atribuir a una alta proporcion de células en el ciclo celular y
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posiblemente a la presencia de figuras mitdticas anormales que no pueden completar la
citocinesis normalmente y, por lo tanto, siguen arrestados en este estado. Las neoplasias mal
diferenciadas por lo general son pleomorficas, caracterizadas por una arquitectura histologica
irreconocible y marcadas variaciones en el tamafio y la forma de las células y nucleos.
Pueden observarse células gigantes multinucleadas. Estas, observadas en tumores malignos,
se caracterizan por una matriz desorganizada de nucleos a diferencia de las células
multinucleadas normales, como por ejemplo los osteoclastos en el que los nucleos estan
dispuestos de manera ordenada, con una distribucion polar.

Los tejidos y los tumores derivados de ellos se dividen segun su origen, en mesenquimal o
epitelial. Los elementos mesenguimatosos incluyen el tejido conjuntivo, misculo estriado y
liso, células sanguineas y células endoteliales y tejidos relacionados (sinovial, mesotelio y
meninges). Las células epiteliales incluyen el epitelio escamoso de la piel, las células que
recubren el tracto respiratorio, digestivo, urinario y reproductivo, todas las glandulas
(exocrinas y endocrinas), y células de origen neuroectodérmico como los melanocitos. El
tejido de origen y el sufijo —oma designa neoplasias mesenquimatosas benignas. Por lo tanto,
la neoplasia benigna de fibroblastos es un fibroma. Las neoplasias malignas de origen
mesenquimal usan la designacion de tejido y el sufijo —sarcoma, por ejemplo entonces, una
neoplasia maligna de fibroblastos da origen a un fibrosarcoma. Las neoplasias epiteliales
benignas de origen glandular son nombrados por el tejido de origen con el sufijo —adenoma,
como en el adenoma mamario. Las neoplasias benignas epiteliales que surgen del epitelio de
revestimiento son usualmente Ilamadas papilomas. El tejido de origen y el sufijo —carcinoma
se utiliza para neoplasias epiteliales malignas. Aquellos que hacen glandulas
histolégicamente evidentes dentro de la neoplasia se denominan adenocarcinomas. Existen
algunas excepciones que se encuentran bien establecidas, como por ejemplo el melanoma.

Pueden existir alternativas como el uso del término melanoma maligno.
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MANEJO DE MUESTRAS

Los patdlogos veterinarios cumplen un rol importante en la gestion de las neoplasias
de animales de compafiia al brindar un diagnostico preciso a los médicos clinicos para poder
determinar un prondstico y tratamiento adecuado. Tanto el patélogo como el clinico deben
trabajar juntos para determinar el tratamiento dptimo para el paciente, ya que el diagnostico
y tratamiento de las neoplasias en medicina veterinaria se han vuelto muy complejos. Ya no
es adecuado determinar simplemente si el tumor es benigno o maligno. El tipo de tumor
necesita ser identificado con la mayor precision posible, y deben identificarse los subtipos de
tumores debido a la importancia prondstica. La clasificacion de tumores es cada vez mas
importante porque el comportamiento de algunos tumores puede ser predicho por el grado de
la neoplasia. Ademas, la evaluacién de los margenes para completar la extirpacion quirtrgica
es muy importante. En algunos casos, la evaluacion histologica del tejido tratado
preoperatoriamente es importante para predecir el resultado del tratamiento. Existen
procedimientos especiales como la inmunohistoquimica (IHC), microscopia electrénica
(EM), citometria de flujo o reaccidén en cadena de la polimerasa (PCR) que pueden ser
ventajosos en algunos casos para identificar correctamente el tipo de tumor o subtipo o para
predecir el comportamiento clinico. La clasificacion de las neoplasias en medicina
veterinaria se ha vuelto mas comunmente aplicada, y los sistemas se han vuelto mas
avanzados con aplicacion de marcadores moleculares para una clasificacion mas precisa y
mejor informacion prondstica.
En cuanto al manejo de la muestra para biopsia, ésta debe ser inspeccionada visualmente por
el clinico para ayudar a determinar que se obtuvo el tejido apropiado. La muestra debera
tener un tamafio suficiente y consistencia para que permanezca intacta en formalina y no se
pierda en el procesamiento. Las muestras muy pequefias se pueden perder facilmente durante
el envio o en el procesamiento debido a la contraccion de la muestra durante la fijacion vy el
procesamiento. Los recipientes en los que se deposita la muestra deben estar etiquetados
adecuadamente antes del envio al laboratorio, ya que durante el transporte pueden cometerse
errores y la consecuente mezcla de muestras. Debe destacarse la importancia de incluir por
parte de quien remite la muestra, un historial adecuado, adecuada sefializacion, hallazgos
clinicos pertinentes, radiograficos e incluso tratamiento en el caso de instaurado uno. Es una
herramienta valiosa proporcionar al patélogo un diagrama de la muestra que indica la
posicion del tejido en el animal. Para que el patélogo pueda proporcionar un diagndstico mas
preciso, se remarca la importancia de la historia que acontece al animal, datos como el
tamafio de la masa tumoral, distribucién, forma, tiempo de evolucion, consistencia,

contenido, irrigacién, con o sin movilidad, etc. De esta manera, el anatomopat6logo no sélo
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puede establecer el diagndstico histopatolégico y clasificacion del cancer, sino también el
grado y estadio de enfermedad, siempre que sea posible.

La graduacion tumoral es una de las tareas mas importantes y proviene de la evaluacion
subjetiva de las caracteristicas microscopicas del cancer, y a menudo se fundamenta en el
grado de diferenciacion, indice mitético, grado de pleomorfismo celular o nuclear, cantidad
de necrosis, invasion, reaccién estromal y respuesta linfoide. Estas caracteristicas se
aprovechan para graduar el tumor como grado bajo (bien diferenciado, grado I), intermedio
(moderadamente diferenciado, grado Il) o alto (escasamente diferenciado, grado Il1). Otra de
las tareas fundamentales es valorar el éxito de la reseccion quirdrgica de un tumor, u
obtencion de margenes “limpios”. Los bordes limpios son esenciales, prescindiendo del tipo
de tumor (benigno o maligno). Los margenes deben ser revisados en todas direcciones,
incluyendo profundidad y ancho. Aungue no sea factible chequear todos los margenes, el
pat6logo debe evaluar el tumor en muchas areas diferentes, para asegurar con confianza que
la masa fue removida en su totalidad. Cuanto méas anaplésico es un tumor, menos definidos
son sus limites, y se requieren margenes mas amplios. Como regla general, los margenes de
1 mm se consideran incompletos, mientras que los de 1 a 3 cm suelen juzgarse como amplios
y limpios. Como ejemplo, un adenocarcinoma mamario bien diferenciado es poco probable
que recurra con un margen de 0,5 cm, mientras que los tumores de células cebadas y
sarcomas de partes blandas tienen maximo riesgo de recurrencia, porque estas lesiones

extienden proyecciones dentro del tejido subyacente.
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OBJETIVOS
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1-Evaluar el tipo y comportamiento biolégico de los mastocitomas en caninos mediante

procedimientos clinicos e histopatologia.

2- Realizar un estudio retrospectivo de las neoplasias clasificadas como mastocitomas y que
han sido evaluadas bajo el sistema de clasificacion de Patnaik, y reevaluarlas segin la

clasificacion histopatoldgica de Kiupel.
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MATERIAL Y METODOS
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El presente estudio retrospectivo se llevé a cabo con muestras obtenidas de los
laboratorios de Patologia Animal de la Universidad Nacional de Rio Cuarto y del laboratorio
privado veterinario LAIVET.

Se revisaron los archivos de patologia comprendidos entre los afios 2009 y 2017, y se
obtuvieron las fichas de los casos diagnosticados por histopatologia como mastocitoma en
caninos. Aquellos en los que no se incluyo la gradacion de dicha neoplasia, se le asigno la
correspondiente, siguiendo los pardmetros establecidos en la clasificacion de Patnaik et al.,
(1984), segun dichos pardmetros se puede diferenciar: grado | (bien diferenciado), grado Il
(moderadamente diferenciado) y grado Il (poco diferenciado). Luego de dicha clasificacion
se procediod a reanalizar las muestras y clasificarlas segun la clasificacion de Kiupel et al., en
la que se puede establecer dos grados; alto grado de malignidad y bajo grado de malignidad.
Ademas, se evaluo la frecuencia de casos de mastocitoma canino segun las variables raza
(pura y mestizo), edad (menos de un afio, uno a cinco afios, cinco a nueve afos, y mayores
de nueve afos) y sexo.

Las muestras analizadas procedentes de piel se obtuvieron mediante cirugia, utilizando
siempre elementos de corte neto como bisturi y la utilizacién de elementos de punta roma
como pinza de mano izquierda sin dientes, todos estos elementos hacen de una correcta toma
de muestra que evita dafios en el tejido a la manipulacién. Inmediatamente de extraida la
muestra, se colocé en formol al 10%, este fijador utilizado se emplea para evitar los procesos
de degradacion celular como autolisis, conservando de esta manera la muestra intacta.
Aguellas muestras de tamafio superior a 1 cm cubico, se le realizaron cortes foliados para
permitir una correcta penetracion del formol a la pieza quirdrgica.

Es importante en la toma y remisién de muestras, asegurar una buena preparacion del fijador
a emplear, en este caso se ha utilizado formaldehido 40%, aplicando 1 volumen de formol y
9 volumenes de solucién tamponada pH 7.4, quedando entonces la concentracion final del
formol al 10% (formaldehido 4%). Una vez la muestra colocada en frasco hermético, con
tapa rosca y de boca ancha, se coloca un volumen de la solucion de 30 veces el volumen de
la muestra, asegurandonos de esta forma la correcta fijacion del tejido.

Luego de fijada la muestra se procede al corte histologico, para esto, luego del
adelgazamiento de la muestra se incluye en un medio sélido de parafina, la cual mantendra la
estructura del tejido. Previamente se deberd realizar la deshidratacion del tejido, por medio
de la cual se extrae completamente el agua de las estructuras celulares, gracias a esto el
medio de inclusién puede penetrar la muestra. El aclaramiento hace transparente el tejido
sustituyendo el agente deshidratante por una sustancia que puede mezclarse con el medio de

inclusion (sustituto de Xileno). La inclusion en parafina, es un procedimiento que se realiza
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para preservar la estructura del 6rgano y darle ademas, firmeza al tejido, de esta manera la
muestra no sufrird alteraciones al someterla al corte. Posteriormente a la inclusion, el tejido
se dispondra en pequefios bloques de parafina para obtener el taco. Una vez obtenido el taco,
se esta en condiciones de realizar los cortes de un espesor de 5 a 6 pm con micrétomo
Leica®. El montaje de los cortes se realiza sobre un portaobjeto, para luego realizar el
desparafinado con pasajes sucesivos por sustituto de xileno y seguido a esto, la re hidratacién
por medio de pasajes en alcoholes de diferentes graduaciones de menor concentracién y por
Gltimo agua. El paso final del proceso es la coloracion de hematoxilina/eosina. La
hematoxilina es una sustancia basica que tifie estructuras acidas en tonos azul y purpura,
como el nicleo. A diferencia, la eosina es una sustancia acida que tifie estructuras basicas en
tonos rosados, como el citoplasma. Esto nos permite una correcta y excelente definicién de
las estructuras celulares. Debido a que este trabajo se basé en el analisis de células cebadas,
también se utiliz6 una tincién especial, Azul de Toluidina para poder realizar una
clasificacion neoplasica mas exacta. Dicha coloracion nos permite diferenciar entre
neoplasias bien diferenciadas de aquellas pobremente diferenciadas, debido a que las células
neoplésicas indiferenciadas poseen pequefia cantidad de heparina, se tifien de azul con el
azul de toluidina (ortocromasia), y las neoplasias con buena diferenciacion, poseen mayor
cantidad de heparina, tifiéndose de rojo (metacromasia).

Finalmente se aplica un medio de montaje (Entellan®) y se protege el corte con
cubreobjetos, asi la muestra perdura en el tiempo. La observacion microscopica se llevo a
cabo con un microscopio trinocular de campo claro Zeiss® modelo Axiostar Plus. La

obtencion de microfotografias se realiz6 con camara Canon® modelo G5.
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RESULTADOS Y DISCUSION
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En el periodo de estudio comprendido entre el afio 2009 y 2017, se diagnosticaron 38
casos como mastocitoma cutadneo en caninos. Segun la clasificacion de Patnaik fueron
categorizados en, grado | (bien diferenciados), grado Il (moderadamente diferenciados) y
grado Il (indiferenciados). De los 38 casos, el 42% (16/38) correspondieron a mastocitoma
grado I, 42% (16/38) de casos correspondieron a mastocitoma grado Il, y el 16% (6/38) se

clasificaron como mastocitoma grado Ill. (Gréfico 1).

CLASIFICACION SEGUN PATNAIK

GRADO Il
16%

Grdfico 1; ilustra la distribucién de las neoplasias luego de ser
evaluadas bajo la clasificacion seguin Patnaik, en la que se observa que
tanto los mastocitomas de grado | y grado Il representan el 42%
(16/38), en contra parte los mastocitomas de grado lll el 16% (6/38)

Los mastocitomas de grado | se caracterizaron por el predominio de células redondas a
ovales, similares a las células cebadas normales, dispuestas en cordones o pequefios grupos
celulares. El citoplasma se caracteriza por ser abundante y bien delimitado, con nucleos
grandes redondos y ausencia de figuras mitéticas. Por otro lado, aquellas muestras
clasificadas como grado Il presentaron un aumento de la celularidad e invasion del tejido
cutaneo. El pleomorfismo celular fue mayor, con poco detalle celular y con citoplasma
moderado a escaso. El indice de figuras mit6ticas fue leve y en algunas areas se pudo
apreciar focos de necrosis y edema. En contraparte, en las neoplasias de grado Il se
evidencio pérdida casi total del detalle celular. La celularidad fue abundante con
pleomorfismo muy elevado y el tejido conectivo completamente invadido en profundidad. Se
apreciaron células multinucleadas y abundantes figuras mitéticas, ademas de extensas areas

de necrosis, hemorragias y edema.
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Posteriormente se analizo la distribucion de casos segun diversas variables, entre las que se
destacan: sexo, edad y raza.

Al analizar la variable “edad”, se decidié en primer lugar verificar si todos los casos
utilizados disponian de dicho dato. Asi, resultd que el 87% (33/38) brindaban la informacion
y el 13% (5/38) no informaban la edad (Gréfico 2). Por consiguiente, se trabajé en el analisis
de las edades a partir de los casos que disponian la informacion, resultando que la mayoria
de los casos (40%, 13/33) se encontraban en el rango entre 5 a 9 afios. A su vez el 33%
(11/33) tenian entre 1 a 5 afos y el 21% restante (7/33) se distribuian en mayores de 9 afios.
Un pequefio porcentaje (5%) correspondieron a 2 casos menores de 1 afio de edad. (Gréfico
3)

Informacion de Edad

Sin Datos
13%

El Grdfico 2 refleja los casos en los que se obtiene el dato de edad, el cual esta
representado por el 87% (33/38) en contra parte de aquellos en los que se
desconoce dicho dato (13%, 5/38). Puede verse la importancia que toma el
tener los datos completos de un caso.

Caverzan Matias Pagina - 79 -



Estudio Histopatolégico del Mastocitoma Cutaneo Canino

VARIABLE: EDADES

MENOS DE 1
ANO
5%

El Grdfico 3 muestra la distribucidn de casos segun la variable “edad”. Puede
notarse que el gran porcentaje se comprende entre aquellos pacientes de
entre 5 a9 afios 34% (13/38), seguido por el 29% (11/38) de aquellos que
poseen entre 1 a 5 afios de edad.

2019

Como puede observarse en los datos obtenidos, el grupo etario de mayor presentacion de

mastocitoma canino corresponde para aquellos comprendidos entre 5 a 9 afios de edad,

siendo coincidente con numerosas publicaciones de diversos autores que afirman que los

animales maduros con una media de edad de 8 afios tienden a ser los mas afectados (Macy,

1985; Shelly, 2003, Misdorp, 2004); sin embargo, puede presentarse a cualquier edad, desde

menores de 1 afio hasta los 18 afios de edad (Pulley y Stannard, 1990).

Al analizar la variable raza, aquellos ejemplares de razas puras fueron los mas afectados por

esta neoplasia, encontrandose 76 % (29/38). En contraparte, los mestizos representaron el

24% (9/38). (Gréfico 4)
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VARIABLE: RAZAS

MESTIZOS
24%

PURAS
76%

Grdfico 4, queda representado que los animales de razas puras
son aquellos que llevan una gran predisposicién en padecer la
neoplasia, 76% (29/38).

Luego de observar que la mayoria de los casos se encontraban entre ejemplares de razas
puras, analizamos las diferentes razas encontradas, y su frecuencia de presentacion de la
neoplasia bajo estudio. La raza que mas casos presentd fue el Boxer, 28% (8/38), seguida por
la raza Labrador Retriever en la que se encontraron 5/38 casos (17%), y un 10% (3/38) se
correspondié a la raza Dogo Argentino. Dentro de la raza Bdxer se encontré que 4 casos
correspondian a neoplasia de grado |, 3 fueron de grado Il y existié un caso de grado IlI.

En tanto que de los cinco casos observados en la raza Labrador, 3 casos correspondieron a
neoplasias de grado I, y los dos casos restantes fueron de grado I1.

Los demas casos analizados se distribuyeron en razas como Shar Pei, Ovejero Aleman,
Caniche Toy, Bulldog Francés, entre otras. (Grafico 5)

Como se puede observar, la casuistica analizada es coincidente con la bibliografia
consultada, en la cual se informa que una de las razas de mayor predisposicion es la raza
Boxer (Patnaik et al., 1984; Vail, 1996; Fox, 1998; De Nardi et al., 2000), en dichos estudios
se encontraron, ademas, otras razas con un gran nimero de casos (Boston Terrier, Bull
Terrier, Labrador Retriever, Fox Terrier, Beagle, Schnauzer). Se ha postulado que el Boxer y
el Terrier de Boston poseen oncogenes que se transmiten a la descendencia, lo que,
combinado con una deficiencia genética inmunoldgica, determinarian una mayor incidencia

del mastocitoma en estas razas (Paz et al., 2005).

Caverzan Matias Pagina - 81 -



Estudio Histopatolégico del Mastocitoma Cutaneo Canino 2019

DISTRIBUCION de RAZAS
DOBERMAN OVEJERO
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4%
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4%
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4%

DACHSHOUND
7%

BULL DOG
FRANCES
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Debido a que los mastocitomas son mds prevalentes en las razas puras, al evaluar
éstas, se intenta por medio del grdfico 5, ilustrar la distribucion de dichos tumores
segun las razas, en las que queda implicito que en la raza Béxer son mas prevalentes
28% (8/38), seguida por la raza Labrador 17% (5/38), y el Dogo Argentino 10% (3/38).

Otra de las variables de suma importancia que fue analizada fue la distribucion de casos
segun el sexo (Grafico 6). Hemos observado que la mayoria de los mastocitomas se
encontraron en hembras 58% (22/38), en tanto que los machos representaron el 42% (16/38).
Esta observacion ha sido coincidente con el reporte de otros autores en la que encontraron
mayor ndmero de casos en hembras que en machos (Simoes et al., 1994). Otros autores
indican que no hay predisposicion por sexo en la ocurrencia del tumor de células cebadas
(Lemarié et al., 1995; Scott et al., 1996; Vail, 1996).
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VARIABLE: SEXO

HEMBRAS
58%

En el gréfico 6, se ilustra como en la casuistica analizada en la ciudad de
Rio Cuarto, las hembras son quienes méas padecen la enfermedad bajo
estudio, 58% (22/38).

Luego de evaluar distintas variables, se procedié a reevaluar las muestras y clasificarlas
segun los parametros establecidos por Kiupel, en los cuales se puede categorizar los casos en
dos grados; Alto Grado Malignidad y Bajo Grado de Malignidad. Los mastocitomas de alto
grado se caracterizan por contener cualquiera de los siguientes criterios:
e Al menos 7 figuras mitoticas en 10 campos de alta resolucion (Imagen 14)
e Al menos 3 células multinucleadas en 10 campos de alta resolucion (Imagen
13)
e Al menos 3 nlcleos extrafios en 10 campos de alta resolucion y cariomegalia
(Imagen 14)
Todos otros tumores se consideran de bajo grado. (Imagen 15, 16, 17, 18, 19)
Las neoplasias que habian sido clasificadas como grado | seglin Patnaik, fueron clasificadas
como Bajo Grado de Malignidad. En tanto que las neoplasias de grado Il se clasificaron
como Alta Grado de Malignidad. El énfasis se realizé en aquellos tumores que se consideran
de grado Il, y se obtuvo de los 16 casos; 6 (6/16) clasificados como Alto Grado de
Malignidad, y 10 (10/16) como Bajo Grado de Malignidad. (Gréfico 7)
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CLASIFICACION SEGUN KIUPEL

Grado | Grado Il Grado lll

Como se puede analizar en el Grdfico 7, los mastocitomas de grado Il segin
Patnaik, fueron reclasificados por los parametros establecidos segun Kiupel.
En el total de los 16 casos, 6 (6/16) se correspondieron con Alto Grado de
Malignidad, y 10 (10/16) en Bajo Grado de Malignidad.
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Imagen 13, La imagen en 400x muestra una histopatologia proveniente de una neoplasia
en un canino de raza Dachshound, macho, de edad desconocida. La muestra fue
clasificada segun los parametros de Patnaik como grado Il. En la reclasificacion por
Kiupel, se la identificd como Alto Grado de Malignidad, ya que uno de los puntos
establecidos en dicha clasificacion es la presencia de al menos 3 células multinucleadas
en 10 campos de alta resolucion (circulos negros)
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La Imagen 14, (400x) es una histopatologia proveniente de un canino, macho, mestizo, de
edad desconocida, que presento lesion en piel interdigital. A la evaluacion segun Patnaik,
se diagnostico una neoplasia, mastocitoma de grado Il. En el anélisis segin Kiupel, se
encontraron diversos parametros; al menos 3 nucleos extrafios (o bizarros) en 10 campos de
alta resolucidn (circulos blancos). Al menos 7 figuras mitéticas en 10 campos de alta
resolucion (circulos amarillos). También puede observarse un marcado pleomorfismo
celular (circulos rojos), y un fuerte infiltrado de células inflamatorias de tipo PMN

neutrdfilos (circulo celeste). Debido a esto, se concluy6 que la muestra es de Alto Grado de
Malignidad.
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Imagen 15;(400x) La siguiente biopsia ilustra una neoplasia en un canino mestizo,
hembra de 10 afios, que se clasificd como mastocitoma de grado Il. En el posterior
andlisis, no se encontraron los parametros estipulados por Kiupel previamente
mencionados, por lo cual se la considera como mastocitoma de Bajo Grado de
Malignidad. Se puede observar ademas, la presencia de gran cantidad de células
inflamatorias de tipo PMN eosindfilos (circulos rojos), lo que denota en gran medida
una buena diferenciacion tumoral, ya que los eosindfilos son atraidos
quimiotacticamente por los mastocitos.
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Imagen 16; (400x) Mastocitoma de grado Il, en canino hembra de
raza Bull Terrier, 1 1/5 afios de edad. Lesion ubicada en el puente
nasal. Segun la clasificacion de Kiupel se corresponde con un
mastocitoma de Bajo Grado de Malignidad.
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Imagen 17;(400x) Misma muestra que la anterior, con tincion diferencial
Azul de Toluidina. En la cual se ponen en evidencia los granulos presentes en
las células cebadas. Bajo Grado de Malignidad.
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Imagen 18 (400x) En el estudio de la histopatologia que se muestra,
procedente de un canino de raza Boxer, macho de 7 afios de edad, con
neoplasia ubicada en piel de escroto, se clasificd segun Patnaik en
mastocitoma de grado I. N6tese en la misma, la buena diferenciacion de
las células neoplésicas, en las cuales se evidencian claramente los granulos
citoplasmaticos (circulos rojos), la relacion nucleo-citoplasma, ausencia
de figuras mitdticas, y la presencia de PMN eosinofilos (circulos
amarillos). Segun Kiupel, se considera un mastocitoma de Bajo Grado de
Malignidad. En la imagen inferior, se evidencia con mayor claridad la
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Imagen 19 (400x) Mismo estudio de histopatologia que se muestra en la
figura 18, procedente de un canino de raza Boxer, macho de 7 afios de
edad, con neoplasia ubicada en piel de escroto, e clasificado segln Patnaik
en mastocitoma de grado |. Nuevamente se observa la buena
diferenciacion de las células neoplasicas, en las cuales se evidencian
claramente los granulos citoplasmaticos (circulos rojos), la relacion
nucleo-citoplasma, ausencia de figuras mitéticas, y la presencia de PMN
eosindfilos (circulos amarillos). Segun Kiupel, se considera un
mastocitoma de Bajo Grado de Malignidad. En la imagen inferior, se
evidencia con mayor claridad la presencia de los granulos citoplasmaticos.
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CONCLUSIONES
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El mastocitoma cutdneo canino es una de las neoplasias méas prevalentes dentro de

los tumores de piel.

En nuestra region, las razas Boxer, Labrador Retriever y Dogo Argentino, han sido
de las méas prevalentes en la presentacion de dicha neoplasia.

Asi mismo, también se ha demostrado que las hembras poseen mayor predisposicion
a padecer dicha enfermedad y el grupo etario comprendido entre 5 y 9 afios son los méas
afectados.

Se ha visto en numerosos trabajos grandes discrepancias acerca de la clasificacion de
los mastocitomas, y creemos que tanto la clasificacion de Patnaik y Kiupel pueden ser
correctamente empleadas a la hora de clasificar y brindar un diagnostico al clinico, en
nuestra preferencia, la clasificacion de Patnaik nos es méas representativa en cuanto a factor

prondéstico.

Si bien las clasificaciones histopatoldgicas son acordes, para predecir un buen
panorama prondstico, se deberian investigar nuevos métodos, como marcadores celulares

mas exactos.
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