Diferencias en la determinacion del gra-
do de malignidad entre las citologias y las
biopsias en los mastocitomas caninos

El articulo trata de establecer las diferencias existentes en el diagndstico de los

mastocitomas a la hora de comparar una citologfa con una biopsia. La reclasi-
ficacién mediante la biopsia de mastocitomas grado I como grado II debido a
la infiltracién en el tejido adyacente y el diagnéstico mastocitomas de grado 111

que no lo habfan sido mediante citologfa, fueron las diferencias mds significati-

vas. En conclusién, la citologfa, aunque de indudable valor, no puede sustituir

a la biopsia en el diagnéstico de los mastocitomas caninos.
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Introduccion

Los mastocitomas son uno de los tumores mas frecuentes que aparecen en la dermis y el
tejido conjuntivo subcutaneo de los perros, suponiendo entre el 10 y el 15% de todos los
tumores de la piel'2.

En cuanto a su etiopatogenia, los mastocitos, cuya version tumoral constituye los
mastocitomas, tienen su origen en las células madre hematopoyéticas CD34* que se originan
en la médula 6sea y que se mueven hacia diferentes tejidos en los que maduran. Ademas de en
la piel, también se encuentran en gran cantidad en el aparato gastrointestinal y en el pulmon.
Sin embargo, la aparicidon de mastocitomas en estos Ultimos érganos es poco frecuente.
Estas células maduran desde sus precursores gracias a un factor de células madre llamado
c-kit. Asi, aunque existen diferentes factores incluidos en la etiologia de los mastocitomas,
son las mutaciones en el protooncogen c-kit las que parecen asociadas en mayor medida a
una pérdida de la diferenciacion y, por tanto, a un aumento de la malignidad celular, de las
recurrencias y una menor supervivencia®4.

Los mastocitos presentan el citoplasma ocupado por granulos de sustancias de distinta
naturaleza, entre las que se incluyen histamina y serotonina, enzimas, proteoglicanos o
citoquinas. Algunos de estos factores son quimiotacticos, provocando la atraccion de otras
células como los eosindfilos, que aparecen en muchas ocasiones junto con los mastocitos en
los mastocitomas. Por otro lado, su liberacién como consecuencia de una palpacion excesiva
o un traumatismo de la masa tumoral puede dar lugar a la apariciéon de algunos de los signos
clinicos observados a nivel local como edema, ulceracién, inflamacién o incluso hemorragias.
Las enzimas proteoliticas de los granulos pueden inhibir la cicatrizacion. Asi mismo, la elevacién
de las concentraciones de histaminas en la sangre en perros con mastocitomas puede dar lugar
a edema generalizado, alteracion de la coagulabilidad, hipotensién y Ulceras gastrointestinales
gue pueden desencadenar en anemias. Todos ellos son signos que nos pueden ayudar a la
hora del diagnostico’®.

Clinicamente, suelen ser masas solitarias, pero también pueden aparecer como masas
de distribucion multicéntrica (10-15% de los casos®). Pueden estar localizados en cualquier
parte del cuerpo; aunque son mas frecuentes en el tronco, sequido por la cabeza y las
patas®. Otras localizaciones, como diseminados sin masa cutdnea, gastrointestinales,
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oral, nasal o en la conjuntiva son raras. Algunas
localizaciones, como entre los dedos, en la mucosa,
inguinales o genitales, presentan un comportamiento
mas agresivo®. Estos nédulos, cuyo tamafio puede estar
entre algunos milimetros hasta varios centimetros, suelen
estar recubiertos de una epidermis alopécica, enrojecida
y en ocasiones edematosa e incluso ulcerada’. Se pueden
localizar a nivel de la dermis, moviéndose junto con la piel
cuando lo palpamos; o a nivel subcutaneo, de manera
que la piel se movera sobre el nédulo®. El grado y la
malignidad vienen también determinados por la invasion
del tejido conjuntivo subcutaneo llegando, si el tipo de
crecimiento es muy infiltrativo, hasta el musculo.

Aunque ocurre en todas las razas, suelen ser mas
prevalentes en animales braquicéfalos y Golden Retriever.
El Boxer es una raza con alta incidencia de mastocitomas,
sin embargo, estos suelen ser de bajo grado y tener
un pronostico favorable. Otras muchas razas también
presentan un mayor riesgo de tener mastocitomas
como los labradores, Shar-pei , Scottihs Terrier o Basset
Hound?>®. Incluso se ha descrito una mayor tendencia
a localizarse los mastocitomas en diferentes partes del
cuerpo en funcién de laraza, como por ejemplo, presencia
de masas en las patas traseras en Boxer, Boston Terrier o
Pugs entre otros, en la cabeza de Setter ingleses o en la
cola de Rodesian?.

En cuanto a la edad, como en muchas otras neoplasias,
la media se sitla en torno a 8,5-9,5 afos, aunque pueden
aparecer hasta en animales de 4 meses'>. No parece
existir predilecciéon por el sexo.

En relacion al diagnoéstico, la citologia es una
técnica simple que, realizada previa a la cirugia, puede
permitirnos diferenciar una inflamacién de una neoplasia
y con frecuencia, indicarnos el origen y el potencial de
malignidad del tumor’. Por otro lado, en el caso de los
mastocitomas, lo observado en una citologia puede
condicionar el tipo y la extension del tratamiento
quirdrgico. Segun algunos estudios, entre el 92% vy el
96 % de las citologias diagnosticadas como mastocitomas,
se confirman después histolégicamente®. Sin embargo,
aunque mediante una citologia se pueda llegar al
diagnéstico, en ellas el grado sélo puede establecerse en
funcion de las caracteristicas celulares como la presencia
de granulos en el citoplasma que indicarian el grado
de diferenciacién, el tamafo nuclear y el pleomorfismo
celular®.

El objetivo de este trabajo es conocer el grado de
correlacion existente a la hora de establecer el diagndsticoy
el grado entre las citologfas realizadas en mastocitomas y el
diagnostico realizado mediante una biopsia.

Material y métodos

En nuestro laboratorio hemos recibido 27 mastocitomas
en los que hemos podido establecer una correlacién entre
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las citologias obtenidas previamente a la cirugia mediante
puncién con aguja fina, y las muestras procesadas para hacer
el estudio de la biopsia. A la hora de realizar la citologia, se
eligid el area que presentaba menos edema para evitar un
fendmeno de dilucion celular.

Las citologias se tifieron mediante una tincion rapida
(Diff-Quik), por ser este el método de tincidén mas rapido
y utilizado en la clinica veterinaria diaria. Se procurd que
las muestras permanecieran el menor tiempo posible en
el fijador, para evitar la decoloracién de los granulos que
dificultarian el diagnoéstico y la gradaciéon del tumor.

Las preparaciones histolégicas se realizaron siguiendo las
técnicas rutinarias de procesado y se realizaron las tinciones
de hematoxilina-eosina y Azul de Toluidina para poner en
evidencia la presencia de granulos gracias a las propiedades
metacromaticas de estos (se tinen de purpura con esta
tincion).

En las citologias, el diagnéstico y el grado (I, Il o lll) se
establecié en funcion de la morfologia celular y nuclear
cuando éstos eran visibles, la presencia de granulos en los
citoplasmas y la presencia de eosindfilos en la extension
celular. En el caso de las biopsias, se clasificaron también
seglin estos mismos criterios, pero ademas, se tuvo en
cuenta el grado de infiltracion en el tejido adyacente y el
numero de mitosis, que en el caso de una citologia son
mucho mas dificiles de encontrar®'°.

Resultados

El rango de edad de los animales con mastocitomas se
situd entre 4 y 12 afios siendo animales de ambos sexos 'y
razas variadas. En cuanto a la localizacion, en la mayoria
de los casos se traté de una masa a nivel subcutédneo y
en 11 casos estuvo localizada en las extremidades. Otras
localizaciones fueron tronco (6 casos), cabeza (5), cola/
periné (2), un caso nasal y otro en la mama. En uno de los
pacientes, la distribucion de los nédulos fue multiple.

Mediante el estudio de las citologias, 12 se clasificaron
como mastocitomas de grado |, ya que presentaban
numerosas células con presencia de granulos en el
citoplasma y el grado de pleomorfismo celular era
reducido. También se observaban eosindfilos a lo largo
de la extension. En 5 casos, las citologias se clasificaron
como de grado Il al aparecer células con presencia de
granulos azulados, pero también muchas células sin
estos granulos. El pleomorfismo celular fue superior al
encontrado en las citologias de grado I. Por ultimo, 3
citologias se clasificaron como grado Ill. En este caso, la
presencia de eosindfilos junto con algunas células con
granulos, orienté el diagndéstico hacia un mastocitoma.
Las células presentaban un mayor pleomorfismo con
anisocitosis y anisocariosis marcadas.

Cuando se realizé el estudio histopatoldgico de las
muestras remitidas, la clasificacion fue de 7 como grado
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[, 11 como grado Il y 9 como grado lll. Las discrepancias
fueron, sobre todo, entre los grados |y Il. De los 12
tumores clasificados como grado |, 5 fueron reclasificados
histolégicamente como grado I, teniendo en cuenta
su grado de infiltracién en el tejido adyacente y la
destruccién del tejido conjuntivo del estroma tumoral. El
indice mitotico fue moderado. Por otro lado, una citologia
gue luego correspondié con un mastocitoma grado Il fue
inicialmente diagnosticada de histiocitoma probablemente
debido a la pérdida de coloracion de los granulos de las
células por el tipo de tincién.

Por ultimo, de los 9 casos de mastocitomas clasificados
como grado Il histolégicamente, sélo 3 habian sido
diagnosticados mediante citologia. El resto, lo habfan
sido como histiocitomas malignos, linfoma cutaneo
o plasmocitomas. En este caso, el grado de infiltracion
fue elevado y el diagnostico histopatologico requirié la
tincién de Azul de Toluidina para poner en evidencia la
presencia de granulos solamente en algunas células. El
indice mitético también fue superior al encontrado en los
de tipo Il.

En todos los casos se realizd un analisis de los bordes de
la muestra tumoral para poder establecer el pronostico.
En la mayoria de los animales con mastocitomas de grado
Il (6 de 9 casos), la presencia de células tumorales se
extendid hasta los bordes de la muestra. Por ello, en el
informe anatomopatologico, se sefald la posible aparicién
de recidivas si no se volvia a intervenir quirtrgicamente
o se realizaba un tratamiento con quimioterapia o
radioterapia. También en aquellos mastocitomas de grado
Il con mayor grado de infiltracion se observaron células en
los bordes de la muestra histolégica.

Discusion

Como en otros tumores, un diagnostico precoz de los
mastocitomas junto con un tratamiento répido y correcto,
mejora el prondéstico del animal. Por ello, en la mayoria de
los tumores cutaneos que son de facil acceso, una citologia
puede ser de gran ayuda en la clinica diaria a la hora de
la toma de decisiones en el tratamiento y también en la
cirugia''; pero por otro lado, es necesario conocer hasta
donde una citologia puede ser representativa del tumor y
su diagnéstico. En el caso del mastocitoma, se trata de un
tumor del que se pueden obtener muchas células en una
citologia; ya que, a diferencia de otros tumores de estirpe
mesenquimal, sus células tienen poca adherencia y esto
nos va a facilitar el diagnéstico.

Sin embargo, aunque la citologia nos informa sobre
el grado de diferenciacion y el pleomorfismo celular,
en ocasiones falla a la hora de determinar otros datos
importantes. Por ejemplo, el indice de mitosis se ha
revelado como un factor pronoéstico esencial para conocer
el comportamiento de los mastocitomas y la supervivencia
total’?'3. Pero este indice, que es sencillo de calcular
mediante una preparacién histoldgica, es dificil en una
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citologia, ya que el nimero de células no es el suficiente
(se establece como punto de corte 5 mitosis por 10
campos de 400x, lo que supone un elevado numero de
células tumorales a valorar).

Por otro lado, la clasificacion histolégica de los
mastocitomas en funcion del grado resulta en ocasiones
complicada, dada la existencia de diferencias entre partes
de una misma muestra'. Por ello, podemos encontrar
discrepancias en el diagnostico entre diferentes
anatomopatélogos, que suelen elegir el grado mas
elevado como el representativo del tumor. Este hecho
no es posible de determinar en el caso de las citologias.
Ademds, es necesario realizar la gradacién siguiendo
siempre el mismo criterio (en general, el establecido
por Patnaik y col, 1984°) para que los resultados sean
comparables.

En este trabajo, hemos utilizado la tincion rapida de
Diff-Quik para las citologias. Aunque es sabido que esta
no es la técnica mas correcta para poner en evidencia
los gréanulos de los mastocitos (es preferible la técnica de
Giemsa)'!, es la mas frecuente a la hora de realizar las
citologias, por lo que hemos considerado que debia ser
la utilizada aqui. Cuando los mastocitomas son de grado
| no suele haber confusion, sin embargo, en nuestro
trabajo, podemos achacar un error en un mastocitoma
de grado Il al tipo de tincién.

Aunque todos los mastocitomas son potencialmente
malignos y muchos de ellos metastatizan a los ganglios
linfaticos, esta posibilidad es mas elevada en los de tipo
lll, especialmente debido a que se trata de tumores con
un crecimiento infiltrativo y con un mayor acceso a vasos
linfaticos>'°. Y son precisamente éstos los que mayor
problema presentan a la hora de realizar un diagnéstico
mediante citologfa. En nuestro caso, solo 3 de los 9
mastocitomas de grado Il diagnosticados mediante
biopsia, lo fueron también mediante citologia. Ademas,
en este caso es esencial conocer el grado de infiltracién
y la presencia de margenes quirtrgicos en la reseccién
del tumor.

En el estudio histolégico de los mastocitomas de
grado Ill a veces es necesario utilizar técnicas especiales,
como la de coloracién con Azul de Toluidina, para
identificar la presencia de granulos en el citoplasma. En
ellos encontramos pocas células con granulos de color
purpura en su citoplasma porque la mayorfa son células
indiferenciadas, sin las caracteristicas tipicas de los
mastocitos, lo que constituye un criterio de malignidad
citologica afiadido.

En conclusion, la realizaciéon de citologias en los
mastocitomas es importante porque, ademas de ser un
método sencillo de realizar en la clinica, nos orienta sobre
el diagnéstico y el tratamiento mas o menos agresivo
a seguir en la extirpacién del tumor. Sin embargo, no
puede sustituir a la realizacion de una biopsia a la hora
de establecer el diagnostico definitivo y, sobre todo, el
prondstico de la enfermedad.
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Figura 1. Mastocitoma grado I. A Citologia. B Histologia (tincion de Azul de Toluidina) La mayoria de las células son positivas a esta tincién, que pone en eviden-
cia la metacromasia de los granulos de los mastocitos.

Figura 2. Mastocitoma grado II. A. Citologia; mayor grado de anisocariosis y anisocitosis y presencia de algunas células sin granulos. B. Histologia (tincién de Azul de
Toluidina). Aumento del grado de infiltracién con respecto a los mastocitomas de grado | y un menor niimero de células positivas a Azul de Toluidina.

=

Figura 2. Mastocitoma grado lll. A Citologia. Plemorfismo celular y nuclear y pocas células con presencia de granulos en el citoplasma. B Histologia (tinciéon de

Azul de Toluidina). Obsérvese el escaso nimero de células tefiidas con Azul de Toluidina.
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Title

mast cell tumours

Summary

Differences in the malignance grade stablished bewteen fine-needle aspiration cytologies and biopsies in canine

The aim of the present study is to know the relationship between fine-needle aspiration cytology (FNAC) and a biopsy in order
to stablish the diagnosis and grade of mast cell tumours. We have used 27 cutaneous nodules histologycally diagnoses as mast cell tu-
mours where we have also the FNAC to compare. The FNAC were stained with Diff-Quik and in the biopsies, a Toluidin Blue stain
was used to show the presence of intracytoplasmic granules. The disagreement was especially found between grade I and II. Five of 12
tumours classified as grade I with FNAC was classified as grade IT histologically take into account the destruction and extension into the
conjuntive tissue of tumoral mastocytes. However, 6 mast cell tumours classified as grade III in the biopsy specimen, only 3 had been
correctly diagnosed. The rest was diagnosed as malignant histiocytoma, cutaneous lymphoma and plasmacytoma. In conclusion, the
FNAC can not remplaced the biopsy in order to stablish the definitive diagnosis and the prognosis of the mast cell tcumours.

Key words: mast cell tumours, fine-needle aspiration cytology, biopsy.
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