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Resumen y Abstract Vi

Resumen

Elaboracion de protocolos de evaluacion histopatolégica de mastocitomay

sarcomas de tejidos blandos en caninos

En estudios de oncologia humana se han realizado diversos estudios que enfocados en
reducir la variacién entre patdlogos en estudios interobservadores al momento de evaluar
neoplasias, para reducir la subjetividad y generar resultados que logren ser reproducidos
en diferentes estudios y correlacionarse con la clinica del paciente; sin embargo, en
medicina veterinaria, son pocos los estudios que proponen protocolos para la evaluacion
de neoplasias, que puedan relacionarse con el pronéstico de los pacientes. Entre estos
tumores se encuentran el Mastocitoma canino, asi como el sarcoma de tejidos blandos.
Este trabajo tiene como objetivo proponer protocolos de evaluacién para aportar a la
estandarizacion macroscopica y microscopica de evaluacién de tumores en caninos,
realizando una revision de literatura sobre las diferentes técnicas de corte macroscopico
de tejidos de masas cutaneas y subcutaneas, asi como de mastocitoma canino cutaneo y
subcutaneo, y de sarcoma de tejidos blandos; entre los diferentes aspectos evaluados, se
encuentran caracteristicas morfolodgicas las cuales se evaltan por tinciéon de rutina de
hematoxilina-eosina, y algunas caracteristicas son evaluadas por medio de tinciones
inmunohistoquimicas con fines tanto diagndsticos (principalmente para sarcomas de
tejidos blandos), como prondsticos. Posteriormente se realiza una propuesta de protocolos
basados en la revisién de literatura, para cortes macroscopicos de masas cutaneas y
subcutaneas, evaluacién diagnostica y pronostica de Mastocitoma cutaneo, y evaluacion

diagnéstica de sarcomas de tejidos blandos en caninos.

Palabras clave: Neoplasia, Tumor, Mastocitoma canino, Sarcoma de tejidos blandos.



VI Elaboracion de protocolos de evaluacion histopatoldgica de mastocitoma y
sarcomas de tejidos blandos en caninos

Abstract

Development of histopathological evaluation protocols for mast cell tumors and

soft tissue sarcomas in canines.

In human oncology studies, various studies have been carried out that focus on reducing
the variation between pathologists in interobserver studies when evaluating neoplasms, to
reduce subjectivity and generate results that can be reproduced in different studies and
correlated with the patient's clinical features; However, in veterinary medicine, there are
few studies that propose protocols for the evaluation of neoplasms that can be related to
the prognosis of patients. These tumors include canine mast cell tumors, as well as soft
tissue sarcoma. This work aims to propose evaluation protocols to contribute to the
macroscopic and microscopic standardization of tumor evaluation in canines, conducting a
literature review on the different techniques for gross trimming of cutaneous and
subcutaneous tumors, as well as cutaneous canine mast cell tumors. and subcutaneous,
and soft tissue sarcoma; Among the different aspects evaluated, there are morphological
characteristics which are evaluated by routine hematoxylin-eosin staining, and some
characteristics are evaluated by means of immunohistochemical stains for both diagnostic
(mainly for soft tissue sarcomas) and prognostic purposes. Subsequently, a protocol
proposal is made based on the literature review, for gross trimming cutaneous and
subcutaneous tumors, diagnostic and prognostic evaluation of cutaneous mast cell tumors,

and diagnostic evaluation of soft tissue sarcomas in canines.

Keywords: Neoplasm, tumor, mast cell tumor, soft tissue sarcoma.
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Introduccion

En estudios oncoldgicos de medicina humana existe una crisis en cuanto a la capacidad
de reproducir estudios relacionados sobre evaluacién de neoplasias; crisis que es aun
mayor en medicina veterinaria, y esto se debe en gran medida a las inadecuadas
descripciones en las metodologias realizadas en los estudios'. Los intentos para realizar
estudios con esquemas de graduacion en oncologia veterinaria son casi inexistentes'®. Los
estudios en oncologia humana se han enfocado en reducir la variacion entre patélogos en
estudios de interobservadores al momento de evaluar diferentes neoplasias, reduciendo
asi la subjetividad y generando resultados que logren ser reproducidos en diferentes
estudios y a su vez que puedan ser correlacionados con la clinica del paciente para la
evaluacion pronostica y el enfoque del tratamiento a realizar. Estos estudios han permitido
en oncologia humana, el desarrollo de diferentes protocolos que ayudan a la evaluacion,
estadificacion y diagnostico de diferentes neoplasias, lo cual reduce la subjetividad y facilita
la graduacién de los tumores’.

En medicina veterinaria a pesar de que se han desarrollado algunos protocolos y/o
métodos de graduacion de diferentes tipos de tumores a partir de diferentes criterios como
lo son el indice mitético, grados de atipia o diferenciacién, cantidad de necrosis,
pleomorfismo nuclear, evaluacion inmunohistoquimica (IHQ), entre otros™ 2 4:5.6.7.9,10. 11,12,
'3: no existen protocolos similares a los generados en oncologia humana lo cual representa
un mayor riesgo de subjetividad a la hora de evaluar determinados tumores, por lo que la
evaluacion esta sujeta al criterio individual del examinador, lo que representa un mayor
riesgo de variabilidad en los resultados™.

A pesar de esto, en los ultimos 40 anos se han logrado un numero importante de avances
en oncologia veterinaria, encontrando diferentes criterios que permiten la graduacién de
diferentes neoplasias a partir de diferentes criterios que se han relacionado directamente
con el prondstico de los pacientes a partir de diferentes estudios que actualmente se han
considerado estandar en la evaluacion de neoplasias® . Algunos ejemplos incluyen
tumores de células redondas como el mastocitoma canino el cual puede ser graduado por

evaluacion histopatolégica con tincién de rutina hematoxilina-eosina (H&E), y evaluada por
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medio de IHQ con fines prondsticos® ® ' 12 13; y los sarcomas de tejidos blandos que
abarca un grupo de neoplasias de origen mesenquimal, en su mayoria de células
fusiformes los cuales tienden a ser curativos luego de la escision quirurgica con bajas
tasas de recurrencia que varian del 7 al 30% y tienen una baja tasa de mitosis (17% de los
casos); sin embargo, para los casos en que el comportamiento biolégico es mas agresivo,
se requiere de una buena informacién prondstica con el objetivo de direccionar las
aproximaciones terapéuticas en el paciente, para ellos es requerido una mayor
aproximacién diagnostica del tumor para determinar el origen celular de la neoplasia,
encaminando el prondstico y tratamiento a realizar en el paciente’* 67,

El objetivo de este trabajo es proponer protocolos para aportar en la estandarizacion
macroscopica y microscépica de tumores, haciendo énfasis en mastocitoma canino y
sarcoma de tejidos blandos. Estos protocolos se realizaron con la ayuda de diversas
fuentes bibliograficas, y tienen como fin poner en acuerdo a los patélogos y estudiantes de
patologia de la Especialidad en Anatomopatologia en el diagnéstico de estas neoplasias.

Esperamos que sirvan de guia.



1.Evaluacion macroscopica y corte de masas
cutaneas

El corte macroscépico de muestras de patologia debe permitir una interpretacion optima
para el patélogo, por eso es indispensable que ademas de una comunicacion directa con
el clinico remitente, y un envio completo de historia clinica de su parte, el patélogo haga

un examen completo macroscopico que debe tener los siguientes componentes?:

= Dimensiones en centimetros de la masa. Medir y registrar las tres dimensiones
de la masa e indicar especificamente la profundidad.
= Crecimiento y ubicacion de la masa:
a. Enla piel (exofitica o sobresaliente)
b. Bajo la piel /tejido subcutaneo

= Apariencia

a. Nodular
b. Papilar
c. Quistica

d. Otras caracteristicas
=  Color

= Consistencia

a. Dura
b. Firme
c. Blanda

= Descripcion macroscopica de la epidermis:
a. Presencia de erosiones
b. Presencia de ulceras
c. Otras lesiones

= Registro de la distancia de la lesién con los margenes del tejido remitido.
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= Registro de los bordes y margenes del tejido enviado para su evaluacion
histologica.

Para esta ultima evaluacion se pueden utilizar diverzas metodologias teniendo como
base el tejido remitido (Figura 1-1) el cual va a ser sometido a un corte macroscépico
luego de su examinacion, y dichos tejidos (tanto tejido de la lesion como de los margenes
a evaluar), pasaran a ser procesados por histotecnia para la elaboracion de laminas
histoldgicas. Para ello, deben ser marcados y diferenciados los tejidos correspondientes
a los bordes o margenes del tejido remitido, de manera que se permita su identificacion
en las laminas histologicas®. Algunas de las técnicas para corte macroscépico para la
evaluacion de margenes son:

= Cortes perpendiculares: Se realiza un corte perpendicular al eje corto del
tejido (Figura 1-2), sin embargo, para tener un mayor porcentaje de margenes
evaluados, esta técnica se puede modificar de las siguientes maneras:

o Cortes en intervalos regulares (seccionamiento seriado o como “pan
tajado”): se realizan diferentes cortes paralelos aumentando el porcentaje
de margenes evaluados (Figura 1-3). Una desventaja es el costo por el
mayor nimero de tejidos®.

o Corte radial o en cruz: aplicable a masas de tamafo pequefio o mediano.
En esta técnica se realiza un corte sobre el eje corto de la masa, luego, de
las dos mitades restantes, se cortan sobre su eje largo generando cuartos
de seccion (Figura 1-4). Las desventajas de este método son que se
asume un crecimiento expansivo de la masa, y la limitada porcién de
bordes a evaluar?®.



Capitulo 1

Figura 1-1: Esquema representativo de tejidos remitidos.

Vista lateral Vista superior

~N Piel «~

Tejidos remitidos

Figura 1-2: Esquema ilustrativo corte perpendicular.

Corte perpendicular

Figura 1-3: Esquema ilustrativo de corte perpendicular en intervalos regulares.

Corte en intervalos
regulares (pan
tajado)
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Figura 1-4: Esquema ilustrativo de corte perpendicular radial en cruz.

Vista lateral Vista superior

P <9

Corte radial en cruz

i <=

= Cortes para evaluar margenes en paralelo (también llamados tangenciales,
“piel de naranja” o “afeitado”). Se realizan cortes paralelos a la seccion de los
planos quirdrgicos (Figura 1-5), su principal ventaja es la gran cantidad de
porcentaje de margen evaluado. Las desventajas de este tipo de evaluacion
es que se pierde la relacion entre el tumor y el margen del tejido, por lo que no
puede ser medido®.

Figura 1-5: Esquema ilustrativo del corte para evaluar margenes en paralelo.

Vista lateral Vista superior

Ol

Para la evaluacion de los margenes, estos deben ser correctamente identificados en la
lamina, para ello, lo ideal es reportar la técnica realizada en el corte del tejido, y de los
bordes del tejido deben ser tefiidos de la siguiente manera:

Corte para evaluar
margenes en paralelo
(piel de naranja o
afeitado)

» En caso de que los bordes no hayan sido referenciados, teiir todos los bordes

incluyendo del profundo de un solo color.
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B Si el tejido posee los bordes referenciados, identificarlos y tefiir bordes periféricos
y profundos, cada uno de un color diferente, anotando en la remisién a que borde

corresponde cada color.






2.Protocolo de evaluacion de mastocitoma
cutaneo y subcutaneo en caninos

Primero realizar distinciéon de tumores cutaneos de subcutaneos ya que poseen
comportamientos biolégicos diferentes; se consideran como mastocitomas cutaneos si las
células se encuentran en dermis superficial o epidermis, mientras que se considera
subcutanea si las células se encuentran rodeadas de tejido adiposo o si la mayoria de las
células tumorales se encuentran en tejido subcutaneo con escasas células sobre dermis

profunda’ 12,

Una vez se realiza la distincion de tumores cutaneos de subcutaneos, se determina la

apariencia histologica de la neoplasia segun las siguientes caracteristicas:
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Tabla 2-1: Caracteristicas propias del mastocitoma canino.

CARACTERISTICA DESCRIPCION

Crecimiento Expansivo (mas comun en tumores de bajo grado) o invasivo (mas
frecuente en tumores de alto grado)

Delimitacién Puede estar bien delimitada (tumores de crecimiento expansivo)
a pobremente delimitadas en masas con crecimiento infiltrativo

Capsula Usualmente no esta presente

Localizacion Puede afectar dermis superficial, profunda, ocasionalmente

epidermis, e hipodermis (tener en cuenta distincion de masas

cutaneas de subcutaneas)

Densidad celular

Puede ser pobremente celular (células esparcidas) a densamente

celular

Patron de

organizacién

En cordones o filas

Estroma

Usualmente sobre estroma colagenoso, posiblemente con edema

y colagenolisis

Morfologia celular

Redondas a poligonales

Bordes celulares

Distinguibles

Citoplasma Citoplasma eosinofilico palido con moderados a abundantes
granulos basofilicos intracitoplasmaticos tenues

Nucleo Central, redondo a indentado, pueden encontrarse células
multinucleadas

Inflamacion Usualmente con presencia de eosindfilos, pueden encontrarse

linfocitos

Estas caracteristicas favorecen un adecuado diagndstico de Mastocitoma, sin embargo,

se debe tener en cuenta que tumores de alto grado pueden ser dificiles de diagnosticar®

11,12

Evaluaciéon de margenes:

Para la evaluacion de margenes se recomienda realizar cortes tangenciales de los bordes

marcando cada uno, evaluar y reportarlo individualmente®.

Graduacion histolégica:

Para el mastocitoma cutaneo canino, existen dos clasificaciones frecuentemente usadas

para la graduacion histolégica; el sistema de Patnaik (1984) y el de Kiupel (2011). En
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general se recomienda usar y reportar las dos clasificaciones, dado que algunos clinicos y
oncologos tienen preferencias de una clasificacion sobre la otra.
Clasificacion de Patnaik: Esta clasificacion se basa en algunas caracteristicas
relacionadas al crecimiento y ubicacion de las células neoplasicas, asi como en su
morfologia celular''. En la tabla 2 se resumen las caracteristicas para la graduacion de los
tumores en este sistema.
Clasificacion de Kiupel: En este sistema de clasificacion de Kiupel (2011), donde se
clasifican como alto o bajo grado; los criterios para considerar como de alto grado son los
siguientes:

= Al menos 7 figuras mitéticas en 10 HPF

= Al menos 3 células multinucleadas (3 o mas nucleos) en 10 HPF

= Al menos 3 nucleos bizarros en 10 HPF

= Cariomegalia en al menos 10% de las células
Mientras que los tumores que no presenten estas caracteristicas son considerados como
de bajo grado de malignidad. Se debe tener en cuenta que estas clasificaciones se aplican
para masas cutaneas, por lo que los Mastocitoma subcutaneos no se deben graduar con
dichas clasificaciones®.
Para masas subcutaneas se pueden tener en cuenta los siguientes criterios para sugerir
el curso de la enfermedad:

= >4 mitosis en 10 HPF

= Multinucleacién (al menos 1 en 10 HPF)

» Carencia de granulos intracitoplasmaticos,

» Crecimiento infiltrativo

» Edad avanzada al momento del diagnéstico
Las masas que cumplan con estas caracteristicas se consideran que tienen peor
prondstico.
En tumores que se consideren sospechosos de diagndstico de mastocitoma que no
puedan ser diagnosticados facilmente por histopatologia, tanto para masas cutaneas como
subcutaneas, se puede realizar histoquimica con tincién de Giemsa o azul de toluidina, y

tinciones inmunohistoquimicas como CD117 (c-Kit)* 3.
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Tabla 2-2: Grados de mastocitoma cutaneo en el sistema de Patnaik, et al; 1984.

GRADO | GRADO Il GRADO Il
Localizacion Dermis y espacio Células en dermis Células se observan en espacio
interfolicular profunda y pueden subcutaneo y tejidos profundos
llegar hasta
musculo
esquelético
Morfologia Células redondas, Células redondas, Pleomorfismo severo, granulos
celular monomorficas de con pleomorfismo poco evidentes, células
citoplasma amplioy moderado, algunas anaplasicas, abundantes
con granulos células con células multinucleadas
metacromaticos granulos finos, y
algunas con
citoplasma amplio y
granulos
hipercromaticos
Morfologia Redondos con Redondos a Nducleos redondos, indentados
nuclear cromatina indentados, con o irregulares, con 1 o mas
condensada nucleolo evidente, nucleolos, nucleos
posiblemente con
células binucleadas
Arquitectura, Células Mayor celularidad, Células organizadas en
celularidad, organizadas en posible paquetes, estroma
reaccion arcos o pequenos hialinizacion fibrovascular o areas de
estromal grupos con fibras hialinizacién
de colageno
maduro
Figuras Sin mitosis o Raras, 0 a 2 por Comunes, 3 a 6 por HPF y
mitéticas escasas HPF mitosis aberrantes frecuentes
Edema y Minima Escasas areas Comun

necrosis
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2.1 Marcadores prondsticos en mastocitoma:

Como ayuda en el prondstico del mastocitoma canino tanto en masas cutaneas como
subcutaneas, se pueden realizar marcadores inmunohistoquimicos que ayudan a
determinar un posible pronéstico de la enfermedad; estos marcadores son:

» Ki67": marcador que se expresa en células que se encuentran ciclando, se
consideran como positivas las células con marcacién nuclear, se contabilizan las
células por campo de alto poder con marcacion positiva considerando:

o indice alto: 23 0 mas células positivas por campo.
o indice bajo: menos de 23 células positivas por campo.

= CD117 (c-kit)": se determina la intensidad de la marcacién y el patron de marcacién
de las células; los patrones de marcacion son Patron 1 o perimembrana, patrén 2
o focal citoplasmatico, y patrén 3 o marcacion citoplasmatica difusa. Considerando
que el patron 2 y 3 tienen peor prondstico.

En la figura 2-1 se presenta un diagrama de flujo que ayuda al diagndstico y propuesta de

prondstico de mastocitoma canino.

Figura 2-1: Diagrama de flujo para la interpretacién de mastocitoma cutaneo y subcutaneo.

émasTociToMA?
s Pobremente diferenciado
| — J
T
Tincién de Giemsa
Cutaneo ( Subcutdneo \ )
Grado | ol (Patnaik, et al; Marcacién positiva Marcacién negativa |

1984) con bajo grado
(Kiugel, et al; 2016)

| | |

* <4 mitosis en 10 HPF * >4 mitosis en 10 HPF

Grado Il o lil (Patnaik, et al;

Mayor indice ) * Sin células * Almenos una célula
1984) con alto grado (Kiupel, et prondstico multinucieadas en 10 multinucleada en 10 HPF
al; 2016) 4 HPF * Crecimiento infiltrativo

« Edad avanzada al diagnostico

Meneor indice
e da:
pronostico

¥

Marcacién inmunchistoquimica

Ki-67 CD117 (c-kit) p————————————+ Marcacion negativa
: : Mayor indice

prondstico Considerar otros tumores
= - Patrén 1 o perimembrana <
indice Alto: Marcacién mayor

o igual a 23 células por campo Patrdn 2 o focal citoplasmatico =
Patron 3 o citoplasmatica difusa <«
Menor indice J-

prondstico

indice bajo: Marcacién menor
a 23 células por campo
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3.Protocolo evaluacion de sarcoma de tejidos
blandos cutaneo y subcutaneo en caninos

Este es un grupo de neoplasias que poseen un comportamiento biolégico y prondstico
similar en caninos, sin embargo, este término aplica mejor para tumores cutaneos, ya que
algunos tumores dentro de este grupo, que pueden aparecer en otras localizaciones,
muestran un prondstico mas bajo que con su presentacidn cutanea o subcutanea®. Por lo
anterior, este término aplica para los siguientes tumores:

» Fibrosarcoma

= Fibrosarcoma queloidal

= Mixosarcoma

= Liposarcoma

= Tumores de la pared del vascular

=  Tumor de la vaina del nervio periférico

= Sarcoma pleomorfico

= Mesenquimoma

Dentro de los sarcomas de tejidos blandos estan incluidos el leiomiosarcoma y
rabdomiosarcoma; sin embargo, se debe tener en cuenta que estos tumores tienen
factores prondsticos diferentes, debido a que poseen diferencia en lugar de ocurrencia y
metastasis®.

La evaluacion de estos tumores implica reconocer una serie de patrones de crecimiento
los cuales ayudan a direccionar u orientar los posibles origenes de la neoplasia® * & 14;
algunos de estos patrones de crecimiento son:

1. Fascicular: la poblacién de células neoplasicas, se organizan paralelas una a otra
para formar fasciculos de un largo variable; estos pueden orientarse en diferentes
direcciones dando una apariencia de fasciculos perpendiculares (Fig. 3-1a); u
orientados en una misma direccion como fasciculos paralelos (Fig. 3-1b); estos

patrones son observados en algunos leiomiosarcomas.
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Figura 3-1: Patrén fasciculado. a: Fasciculos perpendiculares en un leiomiosarcoma en un
canino. b: Fasciculos paralelos en un leiomiosarcoma en un canino. (Imagenes tomadas
en laboratorio de patologia veterinaria de la Universidad Nacional de Colombia).

2. Espina de pescado: este patron se caracteriza por formar fasciculos cortos que se
entrelazan entre si dando una apariencia de zigzag (Fig. 3-2); este patron puede

observarse en algunos fibrosarcomas.

Figura 3-2: Patron de espina de pescado en un fibrosarcoma en un canino. (Imagen
tomada en el laboratorio de patologia veterinaria de la Universidad Nacional de Colombia).
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3. Estoriforme: las células neoplasicas se organizan en fasciculos entrelazados de un

largo variable, radiando de un punto central dando una vaga apariencia de espiral

(Fig. 3-3); este patron puede observado en tumores como el sarcoma anaplasico,
dermatofibromas, neurofibromas, entre otros.

Figura 3-3: Patron estoriforme en un tumor de la vaina del nervio periférico en un canino.

(Imagen tomada en el Laboratorio de Patologia Veterinaria de la Universidad Nacional de
Colombia).
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4. Arremolinado: las células neoplasicas se organizan en fasciculos ondulantes que
rodean vasos sanguineos (Fig. 3-4a), o pequefios haces de colageno (Fig. 3-4b);
este patrén se observa en algunos tumores de la pared del vaso, o en tumores de

la vaina del nervio periférico.
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Figura 3-4: Patron arremolinado. a: remolino perivascular en la vaina de la pared del
vaso en un canino. b: remolinos que rodean pequefos haces de colageno en un tumor
de la vaina del nervio periférico en un canino. (Imagen tomada en el laboratorio de
patologia ve Patron arremolinado. a: remolino perivascular en la vaina de la pared del
vaso en un canino. b: remolinos que rodean pequefios haces de colageno en un tumor
de la vaina del nervio periférico en un canino. (Imagen tomada en el laboratorio de
patologia veterinaria de la Universidad Nacional de Colombia).
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5. Palizada nuclear: en este patrén se observan los nucleos alineados en paralelo uno

al lado del otro, estas bandas de nucleos se alternan con zonas claras desprovistas
de nucleos (Fig. 3-5), estas zonas claras se denominan cuerpos de Verocay; este
patrén es observado en tumores de origen neuronal como tumores de la vaina del

nervio periférico, y raramente en leiomiosarcomas.
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Figura 3-5: Patron de empalizada nuclear, también denominado Antoni A, en un tumor de
la vaina del nervio periférico en un canino. (Imagen tomada en el laboratorio de patologia
veterinaria de la Universidad Nacional de Colombia).

Adicionalmente es importante la graduacion histolégica del tumor la cual se realiza
teniendo en cuenta el grado de diferenciacion, el indice mitético, y el porcentaje de

necrosis.

El grado de diferenciacion se determina segun el patron histologico que forma el tumor, es
decir en cuanto se parece el crecimiento tumoral al tejido mesenquimal normal de su origen
histolégico. Cuando el crecimiento es muy similar al tejido normal (puntuacién de 1),
cuando puede tener un patrén a penas reconocible, es decir una diferenciacién intermedia
(puntuacién de 2), y cuando no tiene un patrén histoldgico bien definido, es decir una pobre
diferenciacion (puntuacion de 3)®. Para determinar lo anterior se deben conocer los
diferentes patrones que pueden llegar a formar los diferentes tipos de tumores que entran
en esta clasificacion (Tabla 3-1).
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Tabla 3-1: Patrones comunes en sarcomas de tejidos blandos.

TIPO PATRON HISTOLOGICO

_ Haces entrecruzados, patron de espina de pescado,
Fibrosarcoma . .
pronunciado estroma de colageno

Fibrosarcoma queloidal Estroma de colageno hialino
Mixosarcoma Células fusiformes o estrelladas en estroma mucinoso
Liposarcoma Células poligonales con citoplasma vacuolado

Patrones de crecimiento vascular (patron de cuerno de
Tumor de la pared del vaso ciervo, placentoide, remolinos perivasculares, haces de

tunica media)

Tumor de la vaina del nervio Haces entrecruzados, remolinos alrededor de haces de

periférico colageno, antoni A, antoni B

Mezcla de células fibroblasticas, cariomegalia,
Sarcoma pleomorfico citomegalia, células histiocitoides multinucleadas en

patrén estoriforme

. Multiples células de tejido mesenquimal y componentes
Mesenquimoma . ) ) ]
de matriz como osteoide, condroide, colageno

Leiomiosarcoma Nucleo en forma de cigarro, citoplasma prominente

) Estriaciones citoplasmaticas, células de raqueta y
Rabdomiosarcoma
correa

En cuanto el indice mitético se realiza un conteo en 10 campos de alto poder; una
puntuacién de 1 se considera cuando hay entre 0 a 9 mitosis, puntuacion de 2 cuando hay
entre 10 a 19 mitosis, y una puntuacion de 3 si hay mas de 19 mitosis. El conteo mitético
se deberia realizar en areas muy celulares en 10 campos contiguos, y areas donde el
indice mitotico sea alto; en caso de que el conteo sea cercano al punto de corte es
recomendable contar nuevamente. Se debe evitar contar en zonas con necrosis, zonas
hipocelulares o zonas ulceradas®.

Por ultimo, para la necrosis se debe determinar el porcentaje aproximado de necrosis
intratumoral siendo de puntuacion de 0 si no se observa necrosis en el tumor, puntuacién

de 1 si hay menos o hasta el 50% de necrosis y puntuacion de dos si hay mas del 50% de
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necrosis. La necrosis no debe ser confundida con cambio hialino 0 mucinoso, hemorragia
o trauma asociado a la biopsia/cirugia®.
Con lo anterior se establece el grado histolégico del tumor teniendo en cuenta la
puntuacion total (suma de la puntuacion obtenida en el grado de diferenciacién, indice
mitotico y necrosis) , determinando como:

» Grado |: puntuaciéon menor o igual a 3.

= Grado ll: puntuacion entre 4 a 5.

= Grado lll: mayor o igual a 6.
También se deben reportar los margenes siempre y cuando sean evaluables, para ello se
debe tener en cuenta que idealmente se debe citar la técnica de evaluacion de margenes.
En este caso se considera como: Margenes incompletos si las células neoplasicas son
continuas en al menos uno de los margenes quirurgicos en cualquier plano; margenes
estrechos si la distancia entre los bordes quirirgicos y las células neoplasicas es de al
menos 3mm de grosor, o si los margenes quirdrgicos no contienen tejido normal fuera de
la pseudocapsula; margenes completos si la distancia entre el borde quirurgico y las
células neoplasicas es de al menos entre 3 a 5mm™,
Con estos analisis se debe reportar el tumor como sarcoma de tejidos blandos,
mencionando el grado que se definié y dando posibles diagndsticos diferenciales de
acuerdo con la evaluacion histoldgica definida. El diagnéstico definitivo solo puede hacerse
con la ayuda de marcadores de inmunohistoquimica que permitan determinar el posible
origen celular de la neoplasia®™ * % € 1%, En la tabla 3-2 se hace un resumen de los
marcadores que deben enviarse de acuerdo con los diagndsticos diferenciales

mencionados.
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Tabla 3-2: Marcadores de inmunohistoquimica con sarcomas de tejidos blandos.

ACTINA ENOLASA
DE S- ESPECIFICA
TIPO VIMENTINA | CALPONINA DESMINA
MUSCULO 100 DE
LISO NEURONAS
Fibrosarcoma +
Fibrosarcoma
+
queloidal
Mixosarcoma +
Liposarcoma +
Tumor de la pared
+ + + +
del vaso
Tumor de la vaina
+ + +
del nervio periférico
Mesenquimoma +
Leiomiosarcoma + + + +
Rabdomiosarcoma + + + +

En la figura 3-6 se muestra la marcacion inmunohistoquimica positiva en algunos

tumores de caninos.

En la figura 3-7 se presenta un diagrama de flujo que ayuda al diagnéstico de

sarcoma de tejidos blandos cutaneo y subcutaneo en caninos.
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Figura 3-6: Marcacién citoplasmatica positiva en tumores en caninos. a: vimentina en
fibrosarcoma. b: Enolasa especifica de neuronas en un tumor de la vaina del nervio
periférico. ¢: S-100 en un tumor de la vaina del nervio periférico. d: Desmina en tumor de
la pared del vaso. e: Calponina en tumor de la pared del vaso. f: Actina de musculo liso en
leiomiosarcoma. (Imagenes tomada en el laboratorio de patologia veterinaria de la
Universidad Nacional de Colombia).
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Figura 3-7:
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A.
macroscopico de masas cutaneas

Materiales:

Anexo: Propuesta protocolo corte

Guantes de nitrilo
Tapabocas
Gorro/cofia
Cuchilla bisturi
Tabla para corte

Procedimiento:

1.

Una vez recibida la muestra, consignar en el formato de remision la cantidad
de frascos contendedores remitidos, tipo, material, o tapa del frasco, la
rotulacion de cada frasco, y cantidad de tejidos por frasco.

Realizar una descripcion del tejido a cortar consignandolo en el formato de
remision, dicha descripcion debe incluir las siguientes caracteristicas del

tejido:
a.

b. Tamarno

c. Consistencia

d.

e. Condicion de la epidermis (presencia de ulceras, erosiones, costras,

Forma

Color

etc.)

Una vez realizada la descripcion del tejido completo, realizar una descripcion
de la masa incluyendo la siguiente informacion:

a.

b.

C.
d.

Ubicacién de la masa (de crecimiento exofitico o sobresale de la piel;
o en tejido dérmico/subcutaneo

Apariencia de la masa (nodular, papilar, quistica, focal, multifocal,
etc.)

Color de la masa

Consistencia de la masa (blanda, dura, o firme; en caso de poseer
material 6seo o cartilaginoso, se debe registrar)

. En caso de que el tejido presente bordes (ya sea referenciados o no), se

debe tratar de registrar la distancia entre el limite de la lesion con los
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respectivos bordes; si estos estan referenciados, se debe anotar cada
medida por aparte.

5. Luego de registrar los anteriores datos, realizar los cortes de la muestra
segun se considere mas adecuado para el tejido; tenga en cuenta que
tejidos sospechosos de mastocitoma se recomienda realizar cortes
tangenciales de los bordes; anotar en la remision la técnica utilizada (cortes
en intervalos regulares, cortes radiales o en cruz, cortes tangenciales).

Por ultimo, en muestras cuyos bordes estén referenciados, tefir cada borde cortado

con un color diferente, anotando a que borde corresponde cada color; en caso de

gue no estén referenciados, marcar todos los bordes con un mismo color.



B.

Anexo: Propuesta protocolo

evaluacion de mastocitoma cutaneo
y subcutaneo en caninos

Descripcion de la neoplasia:

Para la evaluacién de tumores de células de Mast se deben evaluar y describir los
siguientes aspectos:

1. Caracteristicas generales del tumor:

a.

Localizacién: dermis superficial, profunda, e hipodermis (en caso de
estar localizado en la hipodermis, es decir que las células neoplasicas
estén rodeadas de tejido adiposo, considerar como mastocitoma
subcutaneo).

Delimitacion: se menciona como bien delimitada o pobremente
delimitada.

Patrén de crecimiento: puede ser expansivo y/o invasivo; este ultimo
es mas facil de distinguir si las células tumorales se encuentran en
epidermis, en hipodermis en caso de masas cutaneas, o en musculo
esquelético.

. Presencia de capsula: si el tumor posee o no una capsula de tejido

conectivo.

Densidad celular: si la cantidad de células neoplasicas es escasa
(pobremente celular), moderada (moderadamente celular) o si estan
en gran cantidad (abundantemente celular).

Patron de organizacion: se debe describir como se organizan las
células, donde lo mas frecuente es observar patron de filas de células
neoplasicas, paquetes de células o sin un patrén especifico (solido).

2. Una vez descritas las caracteristicas generales, realizar una descripcion de
las caracteristicas celulares y citoplasmaticas que incluya:

a.

b.

Morfologia de las células: los tumores bien diferenciados suelen tener
una morfologia redonda a poligonal.

Bordes celulares: si los bordes de las células neoplasicas son
distinguibles o no se logran distinguir.
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c. Citoplasma: en tumores bien diferenciados, el citoplasma esta
cargado de abundantes granulos basofilicos tenues.

d. Anisocitosis: se debe dar un grado de anisocitosis (variacion del
tamano de las células) entre leve, moderada o severa.

e. Pleomorfismo celular: dar un grado de pleomorfismo (variacion entre
la forma de las células) entre leve, moderado o severo.

3. Posteriormente se debe realizar una descripcidn de los nucleos de las

células neoplasicas que contenga:

a. Morfologia nuclear: para tumores de bajo grado suelen ser nucleos
redondos.

b. Patron de cromatina: estas células suelen tener un patrén de
cromatina granular laxa, sin embargo, también puede observarse
cromatina vesicular.

c. Presencia, tamafio y cantidad de nucléolos por nucleo: los tumores
bien diferenciados no suelen poseer nucléolo o un nucléolo pequefo
y central.

d. Anisocariosis: se debe dar un grado de anisocariosis (variacién del
tamano de los nucleos) entre leve, moderada o severa.

e. Pleomorfismo nuclear: dar un grado de pleomorfismo (variacion entre
la forma de los nucleos) entre leve, moderado o severo.

Una vez descritas las caracteristicas celulares, se realiza el conteo mitético
el cual se debe realizar en 10 campos de alto poder (10 campos de 400x y
dar el resultado en una medida de 2.37mm?). Adicionalmente, se debe
reportar la cantidad de células multinucleadas (células con 3 0 mas nucleos),
cantidad de células con nucleos bizarros, y un estimado en porcentaje de
cariomegalia en las células neoplasicas.

Se deben reportar todas las caracteristicas adicionales que puedan
observarse en el tumor, como la presencia de células inflamatorias
(usualmente eosindfilos), edema, necrosis, colagenolisis, etc.

Los bordes deben ser evaluados y en caso de estar referenciados, se debe
reportar cada uno individualmente, mencionando si presentan o no, células
neoplasicas.

Para el diagndstico de la neoplasia se debe reportar como “Mastocitoma
cutdneo” con sus respectivas graduaciones (pasos 8 y 9), o como
“‘Mastocitoma subcutaneo” segun corresponda. Tener en cuenta que las
graduaciones histolégicas se reportan uUnicamente en mastocitomas
cutaneos.

La graduacion de Patnaik, et al; 1984 se reporta en grados |, Il, o lll segun
los criterios de la tabla 1.

Para el sistema de graduacion de Kiupel, et al; 2011, se tienen en cuenta los
siguientes criterios para establecer un tumor como de alto grado:

a. Al menos 7 figuras mitoticas en 10 HPF

b. Al menos 3 células multinucleadas (3 o mas nucleos) en 10 HPF
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c. Al menos 3 nucleos bizarros en 10 HPF
d. Cariomegalia en al menos 10% de las células
Los tumores que no cumplan estas caracteristicas son considerados como de bajo

grado.

Tabla A-1: Grados de mastocitoma cutaneo en el sistema de Patnaik, et al; 1984.

Caracteristica | Grado | Grado Il Grado lll
Localizacion Dermis y Dermis y/o Dermis,
espacios subcutis, subcutis y
interfoliculares | musculos o tejidos
tejidos adyacentes
adyacentes
Celularidad Bajo Moderada a Alto
alta
Distribucién Arcos o Grupos Células
pequenos estrechamente
grupos empaquetadas
Pleomorfismo | Bajo Moderado Intenso
Caracteristicas | Limites Granulos finos, | Bordes
citoplasmaticas | distinguibles, | algunos indistinguibles,

con granulos

indistinguibles
con granulos

granulos finos
0 no evidentes

grandes o
hipercromaticos
Nucleo Redondas con | Redondos a Indentados a
cromatina indentados con | redondos
condensada cromatina vesiculados
densa
Nucléolo No evidente Unico Unico o
multiples,
prominentes
Edemay Minima Difuso Comun
necrosis
Binucleacién Ausente Ocasional Comun
Células Raras o Difuso Comun
gigantes ausentes
Estroma - Fibrovascular Fibrovascular
laxo a grueso, | 0 gruesoy con
hialinizacion en | hialinizacion
algunas areas | del colageno
Mitosis/ HPF Ausente 0-2 3-6
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Criterios diagnédsticos adicionales:

Los tumores cuyo diagnédstico no pueda ser realizado por tincion de hematoxilina-
eosina, pero que sean sospechosos de mastocitomma canino, se recomienda los
siguientes criterios diagnosticos:

1. Realizar tincion de Giemsa: se considera positivo si los granulos
citoplasmaticos tinen de una coloracion azul a azul violaceo intenso.

2. Expresion de CD117 (c-kit): se considera positiva cuando la membrana
citoplasmatica y/o el citoplasma muestra expresion del inmunomarcador, sin
embargo, se debe reportar el patron de marcacion en el resultado (ver en
apartado de criterios prondsticos).

Criterios prondsticos en mastocitoma canino:

En caso de requerido, se realizan dos marcadores de inmunohistoquimica los
cuales son:

e Ki67: se considera como positiva la expresion citoplasmatica del marcador
sobre las células neoplasicas. En este marcador, se cuenta la cantidad de
células positivas en un campo de alto poder (campo de 400x), y se reporta
como:

o Indice alto: 23 0 mas células positivas por campo.

o indice bajo: menos de 23 células positivas por campo.

e CD117 (c-kit): al igual que en el marcador anterior, se considera positiva la
marcacion citoplasmatica 0 membranosa y se debe reportar el patrén de
marcacion como:

o Patron 1 o perimembrana: marcacion sobre la membrana de las
células neoplasicas.
o Patron 2 o focal citoplasmatico: marcacion sobre un solo foco del
citoplasma de las células neoplasicas.
Patron 3 o marcacion citoplasmatica difusa: marcacion sobre todo el citoplasma de

las células neoplasicas.
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C.

Anexo: Propuesta protocolo

evaluacién de sarcoma de tejidos
blandos cutaneo y subcutaneo en
caninos

Descripcion de la neoplasia:

En caso de evaluar tumores cutaneos o subcutaneos sugestivo de sarcoma de
tejidos blandos, se debe evaluar y reportar lo siguiente:

1. Caracteristicas generales del tumor:

a.

Localizaciéon: dermis superficial, profunda, e hipodermis. Los tumores
que provengan de localizaciones diferentes a piel y tejido subcutaneo,
o en los que no se observe tejido cutaneo, no se clasifican dentro de
este grupo.
Delimitacion: se menciona como bien delimitada o pobremente
delimitada.
Patron de crecimiento: reportar como crecimiento invasivo o
expansivo.

. Presencia de capsula: si el tumor posee o no una capsula de tejido

conectivo.

Patron de organizacion: en caso de tumores de células fusiformes, se
pueden observar patrones fasciculados largos paralelos o
perpendiculares, espina de pescado, estoriforme, arremolinado,
Antoni A, Antoni B, entre otros; se debe reportar el patron mas
predominante en el tumor.

2. Realizar una descripcion de las caracteristicas celulares y citoplasmaticas
que incluya:
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e.

Morfologia de las células: para estos tumores son frecuentes las
células fusiformes y/o estrelladas.

Bordes celulares: si los bordes de las células neoplasicas son
distinguibles o no se logran distinguir; usualmente los bordes no son
distinguibles.

Citoplasma: la mayoria de los tumores de esta clasificacion poseen
abundante  citoplasma, eosinofilico; tumores como el
rabdomiosarcoma pueden poseer estriaciones citoplasmaticas.
Anisocitosis: se debe dar un grado de anisocitosis (variacion del
tamano de las células) entre leve, moderada o severa.

Pleomorfismo celular: dar un grado de pleomorfismo (variacion entre
la forma de las células) entre leve, moderado o severo.

3. En cuanto a caracteristicas nucleares se debe reportar:

a.

b.

e.

Morfologia nuclear: en tumores bien diferenciados suelen tener
nucleos ovales alargados.

Patron de cromatina: reportar patrén de distribuciéon de la cromatina
(granular, vesicular, marginada a la periferia) y su densidad (fina o
densa).

Presencia, tamafo y cantidad de nucléolos por nucleo.
Anisocariosis: se debe dar un grado de anisocariosis (variacién del
tamano de los nucleos) entre leve, moderada o severa.
Pleomorfismo nuclear: dar un grado de pleomorfismo (variacion entre
la forma de los nucleos) entre leve, moderado o severo.

4. Realizar un conteo mitético el cual se debe realizar en 10 campos de alto
poder (10 campos de 400x y dar el resultado en una medida de 2.37mm?).

5. Reportar en porcentaje, la cantidad de necrosis intratumoral; es decir, la
cantidad de necrosis en el estroma neoplasico (no se tiene en cuenta
necrosis asociada a ulceras u otros factores externos a la neoplasia).

6. Se deben mencionar caracteristicas adicionales como: presencia de células
inflamatorias, ulceracién epidermal, hemorragia, etc.

7. Para el reporte de los bordes, en caso de que se encuentren referenciados,
se debe reportar como:

a.

b.

C.

8. En el

Margenes incompletos: si las células neoplasicas son continuas en
los bordes.

Margenes estrechos: si la distancia entre el margen y las células
neoplasicas tienen un grosor menor a 3mm.

Margenes completos: si la distancia entre el margen y las células
neoplasicas tienen un grosor mayor a 3mm

diagnostico se reporta como “Sarcoma de tejidos blandos” y su

respectivo grado, el cual se determina con las siguientes caracteristicas:

a.

Grado de diferenciacion:
i. Puntuacion de 1: si el patron de crecimiento es similar al tejido
normal (patrén de organizacion facilmente reconocible).



Anexo B. Nombrar el anexo B de acuerdo con su contenido 33

ii. Puntuaciéon de 2: si el patrén de organizacién es a penas
reconocible.
iii. Puntuaciéon de 3: si no se observa un patrén de organizacion
definido.
b. indice mitético (conteo mitético en 10 campos de 400x):
i. Puntuacion de 1: si se contabilizan entre 0 y 9 mitosis.
ii. Puntuacion de 2: si se contabilizan entre 10 y 19 mitosis.
iii. Puntuacion de 3: si se contabilizan mas de 19 mitosis.
c. Necrosis intratumoral:
i. Puntuacion de O: si no se observa necrosis intratumoral.
ii. Puntuacion de 1: si hay hasta un 50% de necrosis intratumoral.
iii. Puntuacion de 2: si hay mas del 50% de necrosis intratumoral.
Estos puntajes se deben sumar para asignar el grado histolégico del tumor segun

la puntuacién final, estos grados son:
= Grado I: puntuacion menor o igual a 3.
= Grado Il: puntuacion entre 4 a 5.

= Grado lll: mayor o igual a 6.
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