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RESUMEN

Los tumores de musculo liso pertenecen a una amplia familia de neoplasias derivadas del
mesénquima; estas pueden originarse desde los musculos piloerectores, medias vasculares
o visceras huecas. La analogia con las afecciones neopldsicas en medicina humana es
evidente; en los humanos, las neoplasias que son inmunorreactivas a la proteina del gen
WT-1 en los procedimientos de inmunohistoquimica generalmente tienen un peor

prondstico para el paciente.

El objetivo principal de este estudio es utilizar este biomarcador en los perros, y asi, poder
brindar un prondstico en base al hallazgo de la proteina del gen WT-1 en los tumores de

musculo liso.

Se utilizaron 21 muestras de tumores, de los cuales 11 son leiomiomas y 10
leiomiosarcomas. Estos tumores provienen de diferentes partes del cuerpo. 20 muestras
proceden de caninos y 1 de un felino. De 20 neoplasias caninas, 17 eran de hembras, 3 de
machos y la restante era de un felino macho. Se utilizo la tincién de Tricrémica de Masson
para probar que estos tumores eran de origen muscular, posteriormente se sometieron a
las inmunohistoquimicas empleando anticuerpos monoclonales contra la proteina o actina

de musculo liso y la proteina del WT-1.

Los resultados arrojaron 3 leiomiomas positivos a la proteina de WT-1 y 8 leiomiomas
negativos, asi como 1 leiomiosarcoma positivo a la proteina del WT-1 y 9

leiomiosarcomas negativos.

Debido a la baja positividad de estas neoplasias contra WT-1, se opt6é por utilizar una
simple proporcion. El 27.27% de los leilomiomas fueron positivos, asi como 10% de los
leiomiosarcomas fueron positivos, contrastando notoriamente con los trabajos de otros
autores que han empleado este biomarcador en patologia humana. Se observé una
tendencia de estos tumores para aparecer en hembras caninas, asi como sobre expresar
WT-1 de manera nuclear en algunos leiomiomas genitales en hembras. Sin embargo, el
uso de las inmunohistoquimicas contra la proteina del gen WT-1 para predecir

comportamiento bioldgico en perros, al menos en este estudio, no fue de utilidad.

ix



ABSTRACT

Smooth muscle tumors are included in a big family of neoplasms derived from
mesenchyme; these could be originated from arrector pili muscles, vascular media or
hollow viscera. The analogy with neoplastic diseases in human medicine are evident; in
humans, neoplasms that are immunoreactive to the WT1 protein usually have a poor

prognosis to the patient.

The objetive of this study was to use this biomarker as a prognostic marker in dogs, and
be able to provide a prognosis based on the finding of WT-1 protein in smooth muscle

tomors.

21 tumor samples were used, of wich 11 are leiomyomas and 10 leiomyosarcomas. This
tumors are derived from different parts of the body. 20 samples are form dogs, and the
other one from a feline. Of 20 canine neoplasm, 17 were from female dogs, 3 from male
dogs and the other one from a male cat. We use Masson Trichrome stain to prove the

muscular origin of the neoplasm, subsecuently the IHC process were carried out.
The IHC resulted in 3/11 WT1 positive leiomyomas and 1/10 leiomyosarcoma.

Due to the low positivity of this neoplasms to WT1 IHC, it was chosen the use of simple
proportions. 27.27% of leiomyomas were positive, as well as 10% of leiomyosarcomas
were positive, contrasting with other works from different autors in human pathology.
Despite of a tendency of these tumors to appear in canine females, as well as on expressing
nuclear WT-1 in some genital leitomyomas in females, the use of immunohistochemistry
against the WT-1 gene protein to predict biological behavior in dogs, at least in this study,

was not useful.



1. INTRODUCCION

En este texto se utilizara de manera indiferente la denominacién “tumor”, haciendo

referencia al término “neoplasia”, esto con el fin de no causar confusién sobre el lector.

Cabe mencionar que en las poblaciones animales que incluyen al perro y el gato, la
morfologia, presentacion clinica y comportamiento de los tumores de la familia de los
Sarcomas de Tejidos Blandos son muy similares a los que ocurren en el hombre (Di Cerbo
et al., 2014). Se ha subestimado el valor que tiene el uso de las mascotas como modelos
experimentales comparativos para las neoplasias en el hombre, ya que un perro o un gato
tiene un promedio de vida muy corto relativamente en comparacién al del hombre y por
consiguiente, la neoplasia tiene la capacidad de desarrollarse a su maximo potencial en un
menor tiempo, sin olvidar que histolégicamente y al momento de aplicar terapias
antineoplésicas sus resultados son muy comparables con lo descrito en medicina humana
(Cekanova & Rathore, 2014). El uso de la morfologia al microscopio de luz sigue siendo
un pilar excepcional y la piedra angular en el reconocimiento de los tumores, ya que con
esto se puede dar un dictamen mds acertado enfocado a la malignidad y el prondstico del

tumor que se trate (Rosai, 2007).

Los tumores de musculo liso se dividen en benignos y malignos, leiomiomas Yy
leiomiosarcomas, respectivamente (Miettinen & Fetsch, 2006). Estos tienden a incidir
sobre el aparato genital de la mujer Lee et al. (2009), y su clasificacion dependera del
hallazgo morfolégico de atipia y actividad mitdtica que demuestren a la histopatologia
(Miettinen & Festch, 2006); a pesar de esto, en ocasiones, es complicado predecir el
comportamiento bioldgico de los tumores de miisculo liso del aparato reproductor de la
mujer con solo su morfologia histologica (Lee et al., 2009), debido a lo anterior, se ha
optado usar diferentes inmunomarcadores para poder asi intentar predecir el
comportamiento biologico del tumor. Se ha observado que los tumores de musculo liso
pueden sobre expresar la proteina del gen WT-1 de manera nuclear en la
inmunohistoquimica (Nakatsuka et al., 2006; Deavers, 2008). Esta clase de trabajos
también se han realizado en sarcomas 0seos y sarcomas de tejido blando, observando una

fuerte sobre expresion de WT-1 y pudiendo relacionar la misma expresiéon como factor
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prondstico (Ueda et al., 2003; Carvalho et al., 2009). Satobori et al. relacionaron la sobre
expresion de WT-1 con el comportamiento clinico de algunos sarcomas de tejido blando.
En tumores sélidos de utero (Oji et al., 1999) y en leiomiosarcomas (Coosemans et al.,
2007) también se ha logrado observar una fuerte sobre expresion de WT-1. Miyoshi et al.,
2002 logré relacionar la sobre expresion de la proteina del WT-1 en las neoplasias
mamarias de la mujer; este relaciond la sobre expresion de WT-1 y los bajos tiempos de
vida de estas mujeres. Al menos en perros, ya estd comprobado que una alteracion en el
pS3 se relaciona con un gran ndmero de neoplasias, y se ha descrito que al menos este
biomarcador sirve para predecir prondsticos en algunos tumores mamarios (Lee & Kweon,
2002), abriendo la posibilidad de utilizar otros biomarcadores con la finalidad de poder
establecer un factor prondstico en un gran ndmero de neoplasias. Recientemente se ha
intentado identificar la proteina WT1 en tumores mamarios de la perra; sin embargo, a
pesar de la inmunorreactividad en algunos casos, los resultados fueron inconstantes. Su

inmunorreactividad fue siempre citopldasmica (Carranza et al., 2015).

2. REVISION DE LITERATURA

2.1. Sarcomas de tejidos blandos

Los sarcomas de tejido blando conforman una amplia familia de neoplasias muy
heterogénea morfolégicamente, las cuales se originan del mesénquima, un tejido que
proviene del mesodermo (Cormier & Pollock 2004). Se estima que las neoplasias de
mesénquima son el 10 % de todas las neoplasias que ocurren en personas (Mohseny &
Hogendoorn, 2011). En el hombre, estas neoplasias pueden aparecer en todo el cuerpo,
pero con especial afinidad en el espacio retroperitoneal, tronco, sistema genitourinario,
cabeza y cuello (Cormier & Pollock, 2004), mientras que el perro son mucho mas comunes
en los tejidos cutaneos y subcutdneos (Dennis ez al., 2011) y aparato reproductor de las
perras (Meuten, 2017). La histogénesis de los sarcomas de tejidos blandos sigue dando
mucho de qué hablar, debido a su complejidad. Las células madres del mesénquima tienen

la capacidad de formar estructuras vasculares, hueso o cartilago y desarrollar estructuras



con amplia variabilidad morfolégica (Mohseny & Hogendoorn, 2011). Los sarcomas de
tejidos blandos de células elongadas mds comunes del perro y gato son los fibrosarcomas,
mesenquimomas, leiomiosarcomas, liposarcomas, sarcomas pleomoérficos (antes
llamados histiocitomas fibrosos malignos), schwannomas malignos, los tumores de la
pared perivascular y hemangiosarcomas (Tabla 1). Ademds son muy complicados a la
hora de apreciar su estructura morfolégica al microscopio de luz, ya que tienden a formar
estructuras como remolinos, ir en palizada en una matriz colagenoide muy densa o
mixoide y as{ mismo mostrar un patrén histologico similar entre ellos siendo neoplasias
de diferente histogénesis (Dennis et al 2011; Hendrick, 2017). Los tumores de células
elongadas poseen una complejidad diagnéstica prominente. La World Health

Organization (WHO), fue la que en 2002 defini6 su clasificacion.

Estd descrito que un defecto en la diferenciaciéon mesenquimatosa es lo que promueve el
desarrollo de los leiomiosarcomas y algunos otros sarcomas (Mohseny & Hogendoorn,

2011).

Origen Benigno Maligno

Tejido conectivo fibroso Fibroma Fibrosarcoma
Mixoma Mixosarcoma

Tejido adiposo Lipoma Liposarcoma

Muisculo liso Leiomioma Leiomiosarcoma

Muisculo estriado Rabdomioma Rabdomiosarcoma

Vasos sanguineos y linfaticos | Hemangioma Hemnagiosarcoma
Linfangioma Linfangiosarcoma

Nervios periféricos Tumor de la raiz nerviosa | Tumor maligno de la raiz nerviosa
Neurofibroma Neurofibrosarcoma
Schwannoma Schwannoma maligno

Tabla 1. Origen de algunos sarcomas de tejido blando en pequefios animales. Modificado

de Baba, 2007.
2.2. Componentes celulares para la inmunohistoquimica

Es pertinente comentar que en algunos casos se necesita de otros recursos para llegar a un
diagndstico mds adecuado y evitar confusiones, como lo es la inmunohistoquimica (IHQ),
un arma que beneficia el diagndstico de las neoplasias menos diferenciadas (Lin & Liu,

2014). Como es el caso con los sarcomas de tejidos blandos, los cuales tienen como




naturaleza histolégica la morfologia elongada que exhibe una gran cantidad de patrones
morfolégicos, la IHQ es necesaria para su diferenciacién ante el grupo tan vasto y
heterogéneo de las neoplasias que conforman esta familia. Su uso es muy habitual en la
medicina veterinaria. En los tumores de muisculo liso se ha descrito un marcaje especifico

con actina de mudsculo liso (SMA) y desmina (Lin & Liu, 2014).

La SMA y la desmina forman parte del citoesqueleto de la célula eucariota animal (Small
& Gimona, 1998). La desmina es un componente de los filamentos intermedios que se
expresa Unica y fuertemente en células musculares y endoteliales (Costa et al., 2004),
mientras que la SMA es un componente de los microfilamentos; forma parte del anclaje
de la membrana de la célula muscular lisa con su medio externo (Gunst & Zhang, 2008).
Estos componentes serdn los apropiados para definir el origen muscular liso de las

neoplasias al momento de realizar las IHQ.

2.3. Wilm’s tumor 1 (WT-1)

En 1899 el médico pediatra Max Wilms describié un tumor de infantes, el cual se
localizaba en los rifiones. A este tumor se le denomin6 tumor de Wilm’s (nefroblastoma)
(Scholz & Kirschner, 2005). El desarrollo de los rifiones es un proceso complicado que
requiere diferenciacion y apoptosis para poder definir la estructura final del rifién
(Mrowka & Scheld, 2000). Esencialmente esto se debe a una transicién mesenquimo-
epitelial mediada por la proteina WT-1 (Rauscher, 1993). El gen de WT-1 consiste de 10
exones y mide ~50 kb, se localiza en el cromosoma 11pl3 y a parte de promover la
formacion del aparato genitourinario también promueve la diferenciacion del corazon y
tejidos mesoteliales Scholz & Kirschner (2005); su producto es una proteina que puede
funcionar de 2 formas: como factor de transcripcion (Scholz & Kirschner 2005) y como

supresor tumoral (Kreidberg et al., 1993).

La estructura de la proteina incluye un dominio de unién al ADN, este dominio estd
conformado por 4 dedos de zinc compuestos de cisteina-histidina en la region COOH-
para la unioén a los 4cidos nucleicos y una zona de prolina-glutamina que regula la

transcripcion (Scholz & Kirschner, 2005; Rauscher, 1993). La alteracion en la funcion de



esta proteina estd relacionada con trastornos tumorales como el nefroblastoma, asi como
el Sindrome de Frasier, el cual es un sindrome nefrético lentamente progresivo que lleva
a cambios morfolégicos glomerulares esclerosantes o bien, el sindrome de Denys-Drash,
el cual es un raro sindrome de la infancia que conlleva a esclerosis de las células del
mensangio, hipertension severa y a una grave progresion a un estadio final renal (Mrowka
& Scheld, 2000). Los pacientes con Sindrome de Denys-Drash son altamente proclives a
padecer nefroblastoma, mientras que aquellos que poseen Sindrome de Frasier se
encuentran exentos de padecer nefroblastoma. Estd descrito que alteraciones en el gen de
la proteina de WT-1 trae consigo otras alteraciones fuera del aparato urogenital, como lo

es el mesotelioma, cancer mamario y leucemia (Mrowka & Scheld, 2000).

2.4. Morfologia y biologia de los tumores de misculo liso y otros Sarcomas de

Tejido Blando

Como regla general el sufijo -oma- hace referencia a tumores que poseen un
comportamiento biolégico benigno, mientras aquellos tumores que posean el sufijo -
sarcoma- poseen un comportamiento biolégico maligno, mientras que su prefijo denota
su tejido de origen, p. ej. fibrosarcoma es un tumor originado de las células del tejido
conectivo fibroso (Newkirk et al., 2017). La pertinente clasificacion de estas neoplasias
estd en manos del patélogo, ya que dependiendo de su capacitacion y experiencia, podra
emitir una descripcién adecuada para este grupo de sarcomas. Los leiomiomas vy
leiomiosarcomas generalmente poseen un patron fascicular o en palizada paralela, pero en
ocasiones pueden generar remolinos, cambios microquisticos u otros patrones que puedan
ser distintivos de otras malignidades del mismo grupo (Dennis et al.,, 2011; Cooper &
Valentine, 2017). Los fibrosarcomas también poseen un patrén en palizada como los
tumores derivados de musculo, aunque estos generalmente exhiben un patrén en greca, y
ocasionalmente pueden generar remolinos y tener una apariencia de tumores derivados de
estructuras nerviosas (Hendrick, 2017). En el hombre algunos lipomas comparten estas
caracteristicas fusiformes, un ejemplo es el lipoma de células elongadas. A pesar de que
los lipocitos se observen ovales, de citoplasma vacuolado y nucleo excéntrico, esta linea

de malignidades comparte la forma elongada tipica de un sarcoma de tejido blando



(Fisher, 2013); en veterinaria el liposarcoma mixoide puede contener células elongadas

también (Hendrick, 2017).

Los tumores de muisculo liso son una familia de malignidades que derivan del mesénquima
(Cormier & Pollock 2004), y se denominan leiomiomas, los cuales poseen un
comportamiento bioldgico benigno, y leiomiosarcomas, los cuales poseen un
comportamiento biolégico maligno. Generalmente el aspecto morfoldgico de estas
neoplasias es dicotomico (Miettinen & Fetsch, 2006). Estos tumores anatomicamente
puede aparecer en 3 localizaciones: la musculatura piloerectora, en las medias de los vasos

sanguineos, piel areolar y visceras huecas (Holst er al., 2002; Cooper & Valentine, 2017).

En el caso de los leiomiomas, generalmente son tumores no invasivos que no estdn
encapsulados, pero a pesar de esto ultimo, no poseen potencial metastdsico. Su poblacién
celular es muy densa y el citoplasma de estas células generalmente es indistinguible y
eosinofilico, su estructura es generalmente fusiforme, y sus nicleos son de extremos
romos (Cooper & Valentine, 2017). A la forma de los nicleos también se le puede
denominar “cigar-shaped”, que traducido seria “en forma de puro” (Cooper & Valentine,
2017). Estos tumores no poseen elementos inflamatorios, necrosis o atipia (Holst et al.,
2002) y en muchas ocasiones las células pueden mostrar vacuolizacién citopldsmica o un
cambio degenerativo muy comun en los leiomiomas denominado ‘“degeneracion
microquistica”, el cual se desarrolla a partir de una matriz extracelular edematosa
(Meuten, 2017; Holst et al., 2002). A pesar de esto, su diagndstico se puede complicar, ya
que otros tumores derivados del mesénquima pueden mostrar un aspecto similar, y pueden
verse como tumores de células elongadas o formar remolinos que pueden ser confusos
para el patdlogo, el cual debera de buscar un drea microanatomica en la laminilla que le
brinde la pauta de la morfologia original del tejido (Dennis et al., 2011), o bien, someter

el espécimen a un amplio panel de inmunohistoquimicas.

Los leiomiosarcomas varian morfolégicamente de los leilomiomas, y su comportamiento
biolégico también. La morfologia de este tumor maligno contiene células atipicas,
anisocariosis y pueden mostrar una zona blanca perinuclear (vacuola paranuclear) que da
a conocer su origen muscular liso (Holst et al., 2002; Fisher, 2013), aunque en ocasiones

pueden mostrarse relativamente homogéneos, con las tipicas células elongadas en



palizada, recordando a su tejido de origen (Cooper & Valentine, 2017). Usualmente el
lesiomiosarcoma es mds hipercelular que el leiomioma. Cuando estos tumores son muy
pleomorficos, pueden encontrarse células que van de morfologia oval a redonda, con una
cantidad abundante de mitosis, y en ocasiones, pueden mostrar degeneracion
microquistica (Meuten, 2017; Holst et al., 2002). En ocasiones, los leiomiosarcomas

pueden exhibir un patrén de palizada nuclear (Fisher, 2013)

Los angioleiomiomas y los piloleiomiomas son tumores raros en la piel del perro y el gato,
y de hecho, sélo estdn descritos en estas especies domésticas (Hendrick, 2017). En el
hombre el angioleiomioma es mds comun clinicamente que en el perro y el gato; incide
mds comtinmente sobre las extremidades (Holst ef al., 2002), mientras que en el perro y
el gato pueden encontrarse sobre el dorso, extremidades u hocico (Hendrick, 2017). Estos
ultimos son formas de leiomiomas o leiomiosarcomas que se desarrollan de la musculatura
lisa de la media de los vasos sanguineos o los musculos piloerectores, respectivamente.
Los angioleiomiomas generalmente forman hendiduras vasculares en los animales
(Meuten, 2017), pero existen 3 clasificaciones para los angioleiomiomas en el hombre:
sOlido, cavernoso y venoso (Holst et al., 2002). Su escision quirdrgica resulta ser curativa
en la mayoria de los casos (Liu & Mikaelian, 2003). La pertinente clasificacion de estas
neoplasias sienta sus bases en los patrones vasculares encontrados al momento de ver el

espécimen.

Los hamartomas de los misculos piloerectores son otro grupo de lesiones pseudo-
neopldsicas que algunos autores colocan en el grupo de tumores de musculo liso
(Hendrick, 2017; Holst et al., 2002; Liu & Mikaelian, 2003). Los hamartomas se clasifican
como errores del desarrollo de algiin componente o componentes de un tejido; estos se
encuentran al momento de nacer y no son invasivos (Machida er al., 2002).
Histologicamente los hamartomas de misculos piloerectores se componen de fibras
musculares lisas hiperplasicas que van en palizada (Holst ef al., 2002). Algunos autores

denominan a estos crecimientos hiperplasicos como nevos colagenosos (Hendrick, 2017).

Se describi6 anteriormente un poco acerca de los patrones histopatologicos que generan
los sarcomas de tejido blando, pero es necesario describirlos a detalle, porque esto es

esencial en la decision del patdlogo para colocar en ciertos grupos tumorales a ciertas



malignidades. Los tumores del tejido conectivo, el fibroma y el fibrosarcoma
generalmente se organizan en un patrén fascicular paralelo o entretejido o bien, el patrén
en grecas, produciendo de abundante a escasa matriz colagenoide, respectivamente, sus
nucleos son alargados u ovales de nucléolo inconspicuo; generalmente los fibrosarcomas
son mds hipercelulares y pueden contener algunas células multinucleadas (Hendrick,
2017). En ocasiones otros tumores como los liposarcomas de células elongadas
(liposarcoma pleomorfico) pueden apreciarse como si fueran fibromas (Weiss, 1994;
Fisher, 2013), aunque en ocasiones pueden presentar un moderado pleomorfismo que hace
ver a las células mds ovoides y su valor diagndstico radica en encontrar una vacuola
lipidica citopldsmica o miltiples vacuolas pequeias; las células poligonales pleomorficas
ocasionalmente pueden mostrar esta vacuolizacién. Una seccion de inicamente células en
fasciculos paralelos de un liposarcoma pleomorfico, sin evidencias de vacuolas
citoplasmicas, puede conllevar a una confusién morfolégica. A pesar de que los tumores
de musculo liso se pueden organizar de forma fascicular o en manojos intersectantes como
se describid anteriormente, algunos autores describen que los tumores de musculo liso
pueden llegar a presentar patrones morfoldgicos de greca, aunque esto brinda poca
especificidad a la hora del diagndstico y no es patognomoénico (Cooper & Valentine,
2017). En el caso de los tumores vasculares, estos también estan conformados por células
elongadas, aunque su morfologia puede ser variable y puede existir algo de pleomorfismo,
haciendo que las células sean poligonales también; esto dltimo es muy comin en los
hemangiosarcomas (Hendrick, 2017). Para los leiomiomas provenientes de la media de
los vasos sanguineos (angioleilomiomas/angioleiomiosarcomas) se puede apreciar la
vasculatura excesiva y ensanchada (manojos de media) aunada a fasciculos de células
neoplasicas (Weiss, 1994) estos leiomiomas y leiomiosarcomas provienen de la amplia
familia de los tumores de la pared perivascular, los cuales se describen adelante. Algunos
leiomiosarcomas pueden apreciarse muy pleomorficos, demostrando células més ovoides

y atipicas (Cooper & Valentine, 2017).

Tanto en medicina humana como en medicina veterinaria, algunos tumores diagnosticados
como leiomiomas o leiomiosarcomas desarrollados del sistema gastrointestinal han tenido
que ser incluidos en un grupo complicado de tumores originados de otras partes del

estroma del sistema gastroinestinal, haciendo una gran division; aquellos tumores que se



originan en la musculatura lisa y aquellos que se desarrollan de otras zonas inciertas del
estroma gastrointestinal (Russell et al., 2007). Se ha propuesto que el origen de los
tumores estromales gastroinestinales es algin tipo de célula madre primitiva que se
diferencia en células intersticiales de Cajal o leiomiocitos (Russell et al., 2007). Esto
ultimo es importante, ya que estos tumores se comportan de diferente manera bioldgica.
Otro grupo de sarcomas de tejido blando necesarios de mencionar son los tumores de la
pared perivascular (TPP), este grupo de neoplasias deriva de todas las células murales de
los vasos sanguineos, con excepcion de la linea endotelial, de la cual se originan los
hemangiomas y hemangiosarcomas. Los miembros de la amplia familia de los TPP son el
tumor glomoso, hemangiopericitoma, miopericitoma, angioleiomioma/sarcoma,
angiomiofibroblastoma y el angiofibroma (Avallone et al., 2007). Algunos autores han
decidido simplemente colocar como diagndstico “tumor de la pared perivascular” en sus
hojas diagndsticas, ya que es una terminologia mds adecuada debido a los variables
patrones morfoldgicos que estos ofrecen y la comin confusién que pueden ocasionar al
momento del diagndstico; de hecho, el hemangiopericitoma es una neoplasia sobre
diagnosticada (Hendrick, 2017). En general este dltimo grupo de tumores posee un
comportamiento biolégico muy similar, y es por esto es pertinente su denominacién
general como tumores de la pared perivascular. Su caracterizacion especifica se da a través
del uso de algunos marcadores de inmunohistoquimica y su morfologia puede variar desde
patrones placentoides, manojos de media o remolinos perivasculares/de adventicia, entre
otros patrones vasculares (Avallone et al., 2007). Para los tumores de origen nervioso, los
cuales pueden simular la apariencia de otros tumores de mesénquima (fibroma o
leiomioma) o tumores melanociticos (melanoma ameldnico) se pueden mencionar los
schwannomas (antes neurilemomas), neurofibrosarcomas o perineuromas dependiendo de
los componentes de la vaina nerviosa que posean; c€lulas de schwann para los
schwannomas, células de schwann, fibrocitos y células perineurales para los
neurofibromas/sarcomas y solamente células perineurales para los perineuromas; cuando
estos tumores ofrecen patrones pleomdrficos suelen ser denominados “tumor de la raiz
nerviosa” o “tumor maligno de la raiz nerviosa” (Higgins et al., 2017; Schulman et al.,
2009). Generalmente estos tumores poseen un patron en palizada paralela (Antoni tipo A)

y patrén hipocelular mixoide donde las células de schwann se encuentran dispuestas al



azar (Antoni tipo B). En ocasiones hay palizada nuclear y a eso se le denomina cuerpos
de Verocay. Los perineuromas poseen un patréon de remolino (Schulman ez al., 2009).
Muy cominmente los melanomas ameldnicos desarrollan patrones muy similares a los
tumores derivados de la vaina nerviosa, de hecho estos melanomas muy ocasionalmente
desarrollan diferenciaciéon neuroidal (Goldschmidt & Goldschmit, 2017). Estos
melanomas deben de ser diferenciados de manera pertinente de otros sarcomas de células
elongadas, ya que el comportamiento bioldgico de algunos melanomas ameldnicos son en
extremo agresivo, mientras que un tumor de la vaina nerviosa generalmente es reincidente
e infiltrante, pero no metastdsico. En medicina veterinaria el término Melanocitoma
denota a un tumor de origen melanocitico de comportamiento benigno, en medicina
humana se les denomina Nevo. Los melanocitomas poseen patrones variables, algunos
pueden ser de células elongadas y otros de estirpes poligonales o bien, pueden tener

patrones mixtos (Goldschmidt & Goldschmit, 2017).

2.5. Valor pronéstico con base a la morfologia tumoral de los Sarcomas de Tejido

Blando

Actualmente existen diversos criterios para mejorar los diagndsticos y prondsticos en la
patologia, tanto veterinaria asi como de humanos. Estos criterios tratan de darle al paciente
un diagndstico mds acertado, asi como brindarle un valor prondstico a la neoplasia de
manera més acertada. De manera general, esto se consigue graduando a la neoplasia y
reportando los margenes quirdrgicos (Stromberg & Meuten, 2017). La forma mas eficaz
de llevar esto a cabo es a través de los conteos mitdticos; el criterio parte en contar las
mitosis en el espécimen en 10 campos de 40X. Las zonas que son mds diagndsticas son
las zonas periféricas del tumor, asi como las zonas mds alejadas de la necrosis; aunque
también se puede establecer a través del porcentaje de necrosis y el grado de
diferenciacion de la neoplasia. Reportar todos los bordes quirdrgicos en especimenes de
gran tamano puede ser muy costoso, y en medicina veterinaria puede perder practicidad
(Stromberg & Meuten, 2017). La pertinente graduacion de los STB generalmente es mds
importante para los sarcomas de células redondas; estos tumores cominmente mds
agresivos que los tumores de células elongadas, p €j. un linfoma o un mastocitoma son

generalmente mds agresivos que un fibrosarcoma o un tumor de la pared perivascular.
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3. Justificacion

Debido a que los estudios en patologia comparativa del hombre y el perro demuestran que
hay una analogia en las caracteristicas morfopatolégicas y clinicobiolégicas en el &mbito
del cancer, se ha optado por buscar una relacién entre la inmunorreactividad a la proteina
del WT-1 y el potencial maligno que tienen algunas neoplasias originadas del misculo
liso. Hacer esto resulta imprescindible para los posteriores trabajos en comportamiento

biolégico tumoral de veterinaria.
3.1. Hipétesis

Los leiomiosarcomas serdn inmunorreactivos contra la proteina WT-1, mientras que los
leiomiomas no.

3.2. Objetivos
1. Caracterizacion morfopatoldgica de los tumores de musculo liso de pequefias especies

2. Caracterizacion histoquimica e inmunohistoquimica de los tumores de musculo liso

de pequefias especies

3. Poder brindar un prondstico en base al hallazgo de WT-1 en los tumores

4. MATERIALES Y METODOS

4.1. Lugar de estudio

Los casos para este estudio fueron proporcionados del archivo de un Patélogo Veterinario
de Monterrey, Nuevo Ledn. Las muestras se procesaron en el Laboratorio de Anatomia
Patoldgica y Citopatologia, del Hospital Universitario de la Universidad Auténoma de

Nuevo Leon.
4.2. Informacion de casos

La lista consiste en 21 casos, de los cuales 20 son de caninos y 1 corresponde a un felino
macho. 17 neoplasias son procedentes de hembras caninas, 13 de aparato genitourinario,
3 de zonas subcutdneas y 1 en la base del corazon, las 3 neoplasias restantes de caninos
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corresponden a cavidad oral, colon y vejiga (Tabla 2) y la otra neoplasia corresponde a un
paciente felino, la cual se hallaba en el intestino delgado. Estos tumores en pequefias
especies fueron diagnosticados presuntivamente como tumores de musculo liso. Las
biopsias de tejido son remitidas en formol al 10 % por los clinicos veterinarios de la Zona

Metropolitana de Monterrey.
4.3 Obtencion y manejo de muestras

Las muestras fueron obtenidas de manera quirdrgica por parte de los veterinarios de
Monterrey, NL. El criterio de los diagndsticos presuntivos por parte de estos clinicos fue
con base a la sospecha de neoplasia en sus pacientes. Posteriormente, los tejidos fueron
transportados al Laboratorio de Anatomia Patoldgica y Citopatologia, HU-UANL, para

ser incluidos en el proceso de H&E.
4.4 Proceso histolégico de H&KE

Los casetes se colocaron en el histoquinete, en el cual llevaron un proceso de
deshidratacién en alcoholes, posteriormente se embebieron en la cera de parafina y fueron
cortados con el microtomo a 4 micrémetros de espesor para posteriormente ser
desparafinados y posteriormente tefiidos con las tinciones convencionales de hematoxilina

y eosina.
4.4.1 Proceso de histoquimica

El proceso de la histoquimica se realiza inicialmente con el tejido ya embebido en

parafina, y asi ser sometido por la técnica de histoquimica de Tricromica de Masson.
4.4.2 Proceso de inmunohistoquimica

Se utiliz6 el proceso de la inmunohistoquimica contra las proteinas alfa actina de musculo
liso y la proteina del WT-1 a partir de la técnica cualitativa de estreptoavidina biotina. Los
anticuerpos utilizados para las inmunohistoquimicas son de origen monoclonal. Para
identificar la proteina del WT-1 se utilizaron anticuerpos monoclonales de raton IgG-1
provenientes de la empresa Dako®, de un Kit comercial. Para la a-actina de misculo liso
se utiliz6 el Kit comercial de anticuerpos monoclonales de IgG-2* de raton de la empresa

Dako®.
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4.4.3 Criterios para el diagnéstico

El diagnéstico de todos los cortes histoldgicos de este trabajo fue por medio de un
microscopio Optico Zeiss binocular, modelo Primo Star®.Todas las neoplasias que
contenian células elongadas en mantos, torrentes, fasciculos o patrones entrelazados
fueron sometidas a las tinciones con Tricromica de Masson. También se incluyeron pocas
neoplasias con patrones arremolinados, las cuales resultaron ser originadas del musculo

liso.
4.5. Diseiio estadistico
Se utilizé tnicamente una relacion de proporciones medidas en porcentaje.

Tabla 2. Lista de casos con la raza, edad, sexo del paciente, asi como la localizacién
anatomica de la neoplasia.

No. de caso vy Paciente Ubicacion anatémica

neoplasia

Caso 1, LM Grifén de Bruselas, 9 afios, hembra  Utero

Caso 2, LM French Poodle, 14 afios, hembra Utero

Caso 3, LM Dalmata, 8 afnos, hembra Vagina

Caso 4, LM + Beagle, 12 afios, hembra Vagina

Caso 5, LMS Cobrador dorado, 8 afios, hembra Vulva y zona perianal

Caso 6, LMS Schnauzer, 8 afios, macho Cavidad oral

Caso 7, LMS Criolla, 11 afios, hembra Tronco, subcutaneo del
lado izquierdo

Caso 8, LM + Labrador, 12 anos, hembra Cérvix

Caso 9, LMS Boxer, 8 afios, macho Mesenterio/colon

Caso 10, LMS +  Felino doméstico, 9 afios, macho Intestino delgado

Caso 11, FLM French Poodle, 12 afios, hembra Vagina

Caso 12, LMS Gigante de los pirineos, 1 afio, Base del corazon

hembra

Caso 13, LMS Whipet, S/E, hembra Subcutaneo, miembro
anterior derecho a la altura
del codo medial

Caso 14, LM + Shar pei, 10 afios, hembra Utero

Caso 15, LM Criolla, 15 anos, hembra Vulva

Caso 16, LMS Shih Tzu, 6 meses, macho Vejiga

Caso 17, LMS Shih Tzu, S/E, hembra Vagina

Caso 18, LM Labrador, S/E, hembra Vulva

Caso 19, LM Cobrador dorado, 6 afios, hembra Vulva y cérvix

Caso 20, LMS Labrador, 10 anos, hembra Gluteo derecho, subcutianeo

Caso 21, FLM Beagle, 12 afios, hembra Utero y cérvix

LM: Leiomioma, LMS: Leiomiosarcoma, FLM: Fibroleiomioma, +: positivo a WT-1
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5. RESULTADOS

En este trabajo los 21 tumores de musculo liso fueron positivos a alfa actina de muisculo
liso, pero sélo 3 leiomiomas y 1 leiomiosarcoma fueron positivos a la proteina del gen
WT-1. Debido a la baja positividad de las muestras se optd por usar proporciones, las

cuales estdn resumidas en la Tabla 3 después de las figuras histoldgicas.

5.1 Histologia de casos

Figura 1. Caso 1, Mantos (torrentes) paralelos exhibidos por un Leiomioma. Sus
citoplasmas son eosinéfilos y sus nicleos romos. H&E, 40X.
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Figura 2. Caso 1, presencia de tejido muscular liso (fibras rojas) aunadas a tejido

colagenoide (fibras azules), Tricrémica de Masson, 40X.

Figura 3. Caso 1. Inmunorreactividad contra actina de musculo liso.

Inmunohistoquimica, 40X.
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Figura 4. Caso 1. inmunorreactividad negativa para la proteina del WT-I.
Inmunohistoquimica, 40X.

Figura 5. Caso 3, leiomioma, fasciculos de células elongadas caracteristicas de este tumor.
H&E, 40X.
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Figura 6. Caso 3, negatividad a WT-1, Inmunohistoquimica, 40X.

Figura 7. Caso 4, leiomioma, poblacién hipocelular de células elongadas demostrando un
patrén microquistico. Las células estdn inmersas en una matriz colagenoide edematosa.
H&E, 10X.
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Figura 8. Caso 4, leiomioma, inmunorreactividad para la actina de musculo liso. El patrén
microquistico es apreciable atin, mientras que las células se organizan en palizada dentro
de una matriz edematosa, H&E 10X.

Figura 9. Caso 4, leiomioma, acercamiento de la figura 8. Inmunohistoquimica. 40X.
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Figura 10. Caso 4, leiomioma, inmunorreactividad nuclear contra la proteina WT-1. 40X.

Figura 11. Caso 12. Leiomiosarcoma. Note el pleomorfismo nuclear, una caracteristica de
malignidad. H&E, 40X
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Figura 12. Aspecto macroscépico de la figura 11. Masa con detalles hemorrdgicos en su
superficie irregular y en su interior.

Las imdgenes muestran la extensa variabilidad morfoldgica que existe entre este grupo de
sarcomas de tejido blando. En las figuras 1 y 5 se muestra la morfologia tipica de los
leiomiomas, misma que puede ser vista en fibromas, fibrosarcomas, tumores de la raiz
nerviosa o melanomas ameldnicos. La figura 12 muestra el aspecto macroscépico de un
leiomiosarcoma que se originé en la base del corazdn, este estaba adherido a través de un
pediculo a su base. Posiblemente esta neoplasia se desarroll de la musculatura lisa de

algun vaso sanguineo de la vasa vasorum.
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Figura 13. Caso 14. Leiomioma mostrando torrentes monomorficos paralelos sin
evidencia de malignidad. H&E. 40X.
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Figura 14. Caso 14. Leiomioma exhibiendo inmunorreactividad nuclear a WT-1. 40X.
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Los casos positivos en este trabajo tuvieron una inmunorreactividad totalmente nuclear.
Las secciones de los especimenes que eran inmunorreactivas de manera citopldsmica no
fueron tomados como positivos.

Tabla 3. Resultados finales de positividad contra la proteina de WT-1

Neoplasia Resultado de IHQ contra WT-1
LM 3 positivos (27.27) 8 negativos (72.73)
LMS 1 positivos (10%) 9 negativos (90%)

LM: Leiomioma, LMS: Leiomiosarcoma, IHQ: Inmunohistoquimica

6. DISCUSION

Es de suma importancia recalcar el uso de la Anatomia Patolégica como la herramienta
diagnéstica esencial para el diagndstico de las neoplasias (Rosai, 2007). En la actualidad,
algunos autores promueven el uso de pruebas de biologia molecular més sofisticadas para
el diagndstico de los padecimientos neoplésicos, esto es hasta cierto punto poco practico;
esto ultimo debido a que al momento de evaluar una neoplasia al microscopio el patélogo
tomard pertinentemente un algoritmo diagndstico que le llevard a caracterizar de manera
apropiada a la neoplasia, cosa que las pruebas de biologia molecular no hacen. Un claro
ejemplo de esto dltimo es tomar en cuenta la necrosis, mitosis, anaplasia e invasién
linfatica que estas neoplasias puedan tener y que s6lo es posible interpretarlo en una
seccion histologica. Es importante recalcar los aspectos morfoldgicos de la neoplasia. La

patologia quirdrgica siempre ird de la mano con la morfologia.

Los resultados obtenidos en este trabajo contrastan con lo descrito anteriormente por
Nakatsuka et al., (2006). En este trabajo se observo un 10 % de inmunorreactividad contra
la proteina de WT-1, mientras que Nakatskuka et al reporta 67 % de inmunorreactividad
usando anticuerpos contra WT-1 en los tumores de musculo liso. Asi mismo, existe una
sobre expresion de la proteina WT-1 en diferentes tipos de tumores que poseen diferentes
estadios de diferenciacion. Las neoplasias de musculo liso evaluadas por Nakatsuka
provienen de zonas extra genitales, contrastando notoriamente con lo que describe

Deavers en 2008 acerca de la inmunorreactividad obtenida por neoplasias de musculo liso

22



genitales. Deavers (2008) y Lee ef al. (2009) reportan que todos los leiomiomas o
leiomiosarcomas ginecoldgicos sobre expresan la proteina del gen WT-1, a diferencia de
los leiomiosarcomas no ginecoldgicos, los cuales no lo hacen. De manera peculiar, los
leiomiomas que se incluyeron en este trabajo, los cuales resultaron positivos fueron
leiomiomas ubicados en alguna parte del aparato reproductor de las hembras caninas y
ocasionalmente otros autores diferentes a Lee et al. describen un patrén de positividad a
WT-1 en las neoplasias benignas de musculo liso (leiomiomas); estas neoplasias no estan
contempladas para evaluacién pronostica debido a que los leiomiomas poseen
caracteristicas clinico-patoldgicas benignas y la escision quirtrgica resulta practicamente
curativa. Coseemans et al. report en el 2007 hasta 76% de positividad hacia la proteina
de WT-1 en leiomiosarcomas con el uso de anticuerpos monoclonales, contrastando
fuertemente con nuestros resultados de sélo el 10% de positividad y asi mismo obtuvo
resultados satisfactorios encontrando una sobre expresion nuclear de la proteina del gen
WT-1, pero no logré relacionar la sobre expresion de la proteina en las
inmunohistoquimicas con su comportamiento bioldgico; el tnico leiomiosarcoma que
nosotros tuvimos positivo tuvo positividad nuclear, y de hecho, para este tipo de trabajos
es necesario que la positividad de la proteina del gen WT-1 sea nuclear, ya que
esencialmente como factor de transcripcion debe de localizarse en el nicleo. En la
literatura de medicina humana, el leiomioma es el tumor del aparato reproductor de la
mujer mds comin y generalmente asienta sobre los cuernos o cuerpo del dttero; el
leiomiosarcoma es practicamente raro en la mujer. En la perra al igual que en la mujer,
estos tumores también asientan sobre el cuerpo, cuernos y cérvix, aunque en la mujer no
son vistos saliendo de la vulva como lo hacen de manera ocasional en la perra. En nuestro
trabajo logramos observar una tendencia de los tumores de musculo liso por desarrollarse
en las hembras caninas. Observe la figura 9-10 y 13-14, corresponden a leiomiomas
ubicados en el aparato genital de dichas hembras. Esta puede ser una analogia de los
letomiomas ginecoldgicos de la mujer descritos por Carvalho et al. 2009, los cuales
generalmente son positivos también al ER (receptor estrogénico). La mayoria de los
leiomiosarcomas que observamos en este trabajo poseian caracteristicas histoldgicas que

denotaban mucha malignidad, tales como pleomorfismo, anaplasia, indice mitético
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elevado y necrosis prominente. Aun asi estos tumores malignos no mostraban una

inmunorreactividad contundente en las inmunohistoquimicas.

Al menos Sotobori et al. (2007) sugiere fuertemente que en los sarcomas de tejido blando
si se puede relacionar el comportamiento clinico de las neoplasias en base a la sobre
expresion de WT-1; nosotros no pudimos hacer eso. El uso de los anticuerpos
monoclonales anti-WT-1 no debe de tener ninguna interferencia o cualquier clase de sesgo
en los resultados obtenidos en este estudio, ya que estos anticuerpos reconocen la porcion
amino-terminal de todas las isoformas de WT-1. De hecho, la causa de la escasa
inmunorreactividad contra la proteina del WT-1 puede deberse a los sitios anatémicos de
donde se obtuvieron las muestras, ya que provienen de zonas extra-genitales como lo
reporta Deavers (2008) y por ende, los resultados pueden ser negativos. Algunos
especimenes de este trabajo expresaban de manera moderada WT-1 en el citoplasma, estos
hallazgos no fueron tomados en cuenta debido a que estos resultados pueden ser un tanto
ambiguos. Ocasionalmente las células que entraban en necrosis podrian apreciarse con
cierto grado de inmunorreactividad citopldsmica, de aqui yace parte de la toma de la
decision ante tal disyuntiva. Carranza y colaboradores en el 2015 buscaron la proteina
WT1 en diferentes tumores de glandula mamaria en hembras caninas, la

inmunorreactividad que encontraron fue solamente citoplasmica.

7. CONCLUSION

En este trabajo se observo que las hembras son méas proclives a padecer neoplasias del
musculo liso, particularmente en tracto genital, como ocurre en la mujer. No pudo
establecerse que la inmunorreactividad a WT1 estuviera relacionada con las caracteristicas

malignas de las neoplasias del misculo liso (leitomiosarcomas).
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