Trabajos de Investigacion

METASTASIS Y ANGIOGENESIS EN CARCINOMAS MAMARIOS
INVASIVOS DE PERRAS DIAGNOSTICADOS ENTRE 1980 Y 2003.
ESTUDIOS HISTOLOGICO E INMUNOHISTOQUIMICO

ME Diessler!, JR Idiart’, EL Portiansky?
1. Catedra de Patologia Especial, 2. Laboratorio de Analisis de Imagenes. Instituto de Patologia
Dr. B. Epstein. Facultad de Ciencias Veterinarias. Universidad Nacional de La Plata.

Resumen: Algunos parametros de valor pronéstico para los carcinomas mamarios son el tipo
y el grado histoldgicos (TH y GH), la presencia de émbolos neopldsicos peritumorales (ENP)
y el estado de los linfonédulos. Se estudiaron los 121 carcinomas mamarios remitidos con
linfonédulos al Instituto de Patologia desde 1980 mediante coloracién de rutina e inmuno-
marcacién para relacionar dichos parametros. En una gran proporcién de linfonédulos (LN)
originalmente clasificados como negativos (32,7 %) se encontraron micrometdastasis median-
te nuevos cortes e inmunomarcacion. Se realizé un estudio inmunohistoquimico preliminar
comparativo de la actividad angiogénica entre carcinomas con y sin metdstasis y se hallaron
diferencias significativas entre ambos grupos. En ausencia de ENP, el TH determiné el pro-
néstico en mayor medida que el GH. En presencia de émbolos, el GH tuvo relevancia para el
prondstico. Es importante conocer en qué medida las particularidades tisulares y celulares
de la neoplasia pueden ser de utilidad para el pronéstico de la enfermedad.
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METASTASIS AND ANGIOGENESIS IN CANINE INVASIVE
MAMMARY CARCINOMAS DIAGNOSED BETWEEN 1980 AND
2003. HISTOLOGIC AND IMMUNOHISTOCHEMICAL STUDIES

Abstract: Some prognostic factors for canine mammary carcinoma are: histologic type and
grade, invasion of the perivasculature and lymph node state. Mammary carcinomas submitted
with their lymph nodes since 1980 (121) were revised and immunohistochemically labelled.
In a high proportion of negative lymph nodes (32.7 %) micrometastasis were found out by
way of histopathologic revision and immunolabelling. A preliminary approach to the relation
between angiogenic activity and metastasis was performed, with positive related results.
In the studied samples, lacking peritumoral emboli, tumor type was prognostic in a greater
extent than histologic grade. In a simple carcinoma, this factor was more relevant to predict
probability of vascular peritumoral invasion than the subtype. When peritumoral emboli were
found, different grades made distinct probability of lymph node metastasis development. It
is worth to know how useful may tissue and cellular characteristics of the tumor be in the
prognosis of this entity.
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INTRODUCCION

En Argentina, la enfermedad neoplasica es
la primera causa de muerte de los perros gerontes
y, particularmente, los tumores mamarios consti-
tuyen un problema muy frecuente. En las perras
los carcinomas mamarios (CM) constituyen el
tipo mas frecuente de neoplasia, representando
mas del 50 % del total (1). En otros paises se han
informado porcentajes menores de carcinomas
malignos. Los carcinomas simples, particular-
mente los tubulares, son los mas frecuentes,
mientras que los carcinosarcomas son raros (2).
Aunque se han realizado numerosos intentos
para desarrollar métodos bioquimicos, radiogra-
ficos e inmunolégicos para el diagnéstico de la
enfermedad neoplasica, el inico procedimiento
confiable y aceptable es el examen microscépico
de tejidos y células.

Algunas de las caracteristicas histologicas
de la neoplasia de interés para el pronéstico
son: el tipo histologico (TH), el grado histolégi-
co (GH) y la presencia de émbolos neoplasicos
peritu-morales (ENP) (3, 4). Con respecto al TH,
los carcinomas complejos (de origen epitelial y
mioepitelial) tienen mejor prondstico que aquellos
simples (epiteliales) y mixtos (de origen epitelial
y conjuntivo). Aquellos mas indiferen-ciados
(s6lidos vs. tubulares) originan metastasis con
mayor frecuencia (5). En medicina humana se
ha informado que, en casos con linfonédulos
negativos (LN -), las pacientes con neoplasias con
ENP tienen menor sobrevida (4).

Ademas, la estimacion de ciertas activida-
des celulares asociadas con el fenotipo invasivo,
como la angiogénesis, aporta conocimientos ba-
sicos acerca de los patrones de comportamiento
de estas neoplasias (6, 7). Adicionalmente a la
importancia pronoéstica de las estimaciones de
la angiogénesis, los resultados de tales estudios
pueden aportar mas datos de utilidad para el uso
racional de la terapia antiangiogénica.

La importancia de los factores de creci-
miento de los endotelios vasculares (VEGF) y sus
receptores (VEGFRs) en la regulacion de la an-
giogénesis, crecimiento y progresiéon de diversos
tumores ha sido verificada (6, 8).

Los CM invasivos desarrollan frecuente-
mente metastasis en los LN regionales (axilares e
inguinales) y luego en los pulmones (9). El com-
promiso del linfonédulo regional es una variable
independiente relevante en el progreso de la en-
fermedad tumoral. Asimismo, es uno de los prin-
cipales parametros que determinan la indicaciéon
de tratamiento médico en los pacientes humanos.
La tincién histologica de rutina (HyE) no siempre
permite la deteccion de metastasis microscopicas
incipientes. Por el contrario, las técnicas de inmu-
nohistoquimica (IHQ) han demostrado una gran
sensibilidad para el reconocimiento de microme-
tastasis ocultas (MMO). Los marcadores de mayor

importancia a tal efecto son los anticuerpos para
la deteccion de citoqueratinas. Estas forman fila-
mentos intermedios caracteristicos de las células
epiteliales normales y se conservan luego de la
transformacién neoplasica (10, 11).

Los objetivos de este trabajo fueron: esta-
blecer la relacion entre el tipo histolégico, el grado
histolégico y los émbolos neoplasicos peritu-
morales entre si y con el hallazgo de microme-
tastasis evidentes u ocultas en los linfon6dulos
regionales y la relacién entre la actividad angio-
génica (estimada por un receptor de VEGF) y el
estado de los linfon6dulos.

MATERIALES Y METODOS

Se recopilaron los carcinomas mamarios
invasivos remitidos con LN a partir del archivo del
Instituto de Patologia Dr. B. Epstein desde 1980.
Se estudié cada caso consignando los siguientes
parametros: TH, GH y presencia de ENP. Los
tipos histolégicos asignados fueron: carcinomas
complejos, carcinomas simples (tubulares, papi-
lares, s6lidos y anaplasicos), carcinoma mixtos
y tipos especiales de carcinoma (carcinoma de
células escamosas -CCE- mamario, carcinoma
mucinoso, carcinoma rico en lipidos y carcino-
ma de tipo fusiforme) siguiendo la clasificacién
vigente de la Organizacién Mundial de la Salud
(5). Los grados histolégicos (I, Il y III) se asignaron
elaborando un score conforme a los siguientes
parametros: formacion de tabulos, figuras mit6-
ticas e hipercromasia nuclear y regularidad en
el tamano y la forma de los nucleos, de manera
que se consider6 de grado I al mas diferenciado
o menos maligno. Los resultados de la observa-
cion de los LN se expresaron en términos de LN+
(presencia de células carcinomatosas) o LN- (au-
sencia de células carcinomatosas). Se realizaron
cuatro nuevos cortes de los LN sin células carci-
nomatosas visibles, con una separaciéon de 100
micras entre cada uno. Para cada caso con estas
caracteristicas, tres cortes se colorearon con HE
y uno se reservo para inmunohistoquimica, colo-
cado sobre portaobjetos con cargas positivas. Las
micrometastasis ocultas fueron inmunomarcadas
con un anticuerpo anti-citoqueratinas (AE1-AE3,
N1590, DakoCytomation) utilizando la técnica
indirecta de la peroxidasa, sistema de deteccion
y revelado LSAB2 (LSAB2 System HRP, DakoCyto-
mation) y hematoxilina de Gil como coloracion
de contraste.

Ademas, se realiz6 un estudio preliminar
de la actividad angiogénica (estimada por un
receptor de VEGF) de los carcinomas mamarios,
la que se relacioné con el estado de los linfo-
noédulos. Para ese propoésito se seleccionaron
veinte carcinomas, diez con LN+ y diez con LN-
(independientemente de su tipo o grado) y se
inmuno-marcaron con el anticuerpo anti- VEGF2r
(F1k-1, (A-3): sc-6251, Santa Cruz Biotechnology)
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mediante el mismo procedimiento. De cada una
de las muestras se analizaron veinte campos
(Objetivo 40X) mediante el uso de una camara
digital (EvolutionVF, Qimaging) montada sobre
un microscopio (Olympus BX50) y conectada a
una computadora. Las imagenes tuvieron una
resoluciéon de 640x480 px, RGB y formato TIF,
con una relaciéon de 0,32 pm/px. Mediante el
programa de analisis ImagePro Plus, v6.0 (Media
Cybernetics) se midieron los siguientes parame-
tros en los veinte campos de cada imagen: den-
sidad éptica promedio (DO), porcentaje de area
inmunomarcada (AIM), area sobre mm? (area/
mm?) y densidad 6ptica integrada (DOI).

Se realizaron las pruebas estadisticas de
chi-cuadrado (simple y estratificado) y de Fisher
para las variables cualitativas, con las correccio-
nes correspondientes para las celdas con n bajos
(Epinfo version 6 Statcalc). Se utiliz6 la prueba
de t de Student para comparar los dos grupos
de neoplasias (LN+ y LN-) inmunomarcadas con
anti- VEGF2r. Para todos los analisis estadisticos
el intervalo de confianza fue de 95%.

RESULTADOS

De 876 casos de neoplasias mamarias en
el periodo en estudio (770 malignas, 750 carci-
nomas) se hallaron 121 carcinomas mamarios
invasivos remitidos con LN (13,81%). Las parti-
cularidades histolégicas de dichas neoplasias se
muestran en la tabla 1. De ellos, 59 eran simples
(Fig. 1A), 25 complejos, 33 mixtos y 4 CCE. No se
hallaron otros tipos de especiales de carcinoma.
En 36 carcinomas se observaron émbolos neopla-
sicos peritumorales. Se encontraron metastasis
en los LN correspondientes a 69 de las neoplasias
(Fig. 1B). Diecisiete de los carcinomas fueron de
GH-I, 38 de GH-1I y 66 de GH-III.

Segun los informes originales, los linfo-
noédulos correspondientes a 77 de los 121 tu-
mores eran negativos. La revisiéon de los nuevos
cortes coloreados con HE permitio establecer que
once de ellos eran “falsos negativos”. Mediante
la inmunomarcacién se detectaron 14 nuevos
“falsos negativos” entre los 66 restantes (Fig. 2).
En resumen, estos procedimientos permitieron
hallar metastasis no diagnosticadas en el 32,7
% de los LN originalmente negativos.

Comparando los parametros de a paresy
combinando criterios se hallaron diferencias de
marcada significacién estadistica con respecto
al hallazgo de metastasis en el LN entre neopla-
sias con y sin émbolos tumorales (p=0,0000002)
y entre neoplasias de los tres distintos grados
histologicos (p=0,00001). Se constataron dife-
rencias entre carcinomas simples de todos los
grados (p=0,0036, pero no particularmente
entre los carcinomas simples de grado II y III) y
entre neoplasias de grado Il y III, sin considerar
el TH (p=0,006). Las diferencias fueron también
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significativas entre los tipos histolégicos (p=0,01)
y entre carcinomas simples y mixtos, ambos sin
émbolos (p=0,03).

En referencia al hallazgo de émbolos peri-
tumorales, las mayores diferencias entre grupos
correspondieron a los distintos tipos histologicos
(pero no las hubo particularmente entre los tipos
simple y mixto, ni entre los subtipos de carci-
nomas simples) y entre carcinomas simples de
diferente grado.

Al analizar el grupo de neoplasias con
émbolos, se encontraron diferencias referidas
al estado del LN entre los distintos grados his-
tolégicos.

Los resultados en el resto de las compara-
ciones de parametros histolégicos, no detallados
en este apartado, arrojaron una probabilidad
igual o mayor a 0,05, por lo que se atribuyen al
azar o a un n insuficiente.

La inmunomarcacion con anti- VEGF2r se
observo en el citoplasma de las células carcino-
matosas, mesenquimaticas y endoteliales (Fig.
3). Los resultados se muestran en la tabla 2. El
analisis comparativo de la densidad 6ptica inte-
grada entre casos con y sin metastasis mediante
la prueba de t arroj6é un resultado igual a 1,88,
al que le corresponde un valor de p= 0,05<0,025
(baja proporcion de azar).

DISCUSION

En nuestro medio, el nimero de carcino-
mas en relaciéon con el total de neoplasias ma-
marias es mucho mayor que aquel referido en la
bibliografia (con una proporcién de neoplasias
mixtas mayor que el citado por autores extranje-
ros), de manera que cabe resaltar la importancia
de remitir para analisis histopatolégico aun los
né6dulos de aspecto benigno.

De los resultados obtenidos se desprende,
ademas, que actualmente los linfonodulos re-
gionales son remitidos para su analisis en una
proporciéon muy baja de los casos. Por lo tanto,
es importante conocer en qué medida las parti-
cularidades tisulares y las actividades celulares
de la neoplasia pueden ser de utilidad pronéstica.
La prediccion del curso de la enfermedad cobra
importancia para el patélogo dada la creciente
demanda por parte de colegas y propietarios de
informacién al respecto.

Los nuevos cortes de linfonédulos y la in-
munomarcacion permitieron hallar metastasis
no diagnosticadas previamente en muchos de
los LN originalmente clasificados como negativos.
Este hecho permite subrayar la importancia de
la revision de multiples cortes de linfonédulos o
la implementacion de técnicas complementarias
al diagnéstico histopatolégico para la correcta
estadificacion de la enfermedad neoplasica.

Para el namero de muestras estudiadas se
determiné, coincidentemente con los datos de la
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Tabla 1. Parametros histologicos estudiados en los carcinomas mamarios invasivos y sus linfono-

dulos

Table 1. Histologic features studied in mammary carcinomas and their lymph nodes.
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TH: tipo histolégico, GH: grado histolégico, EP: émbolos peritumorales, LN: estado del linfonédulo, CC: carcinoma complejo,
Cs: carcinoma simple, CS: carcinosarcoma, +: presencia de metastasis, + (RH): hallazgo de metastasis mediante revision
histopatolégica, + (IHQ): hallazgo de metastasis mediante técnicas inmunohistoquimicas.
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Tabla 1. continuacion

Metastasis en carcinomas mamarios

101 Cs papilar III  SI + 11 cC . I NO
. . 112 Cs papilar Il  NO -
102 Cs anaplasico Il SI + .
113 Cs papilar I NO +(IHQ)
103 CS I NO -
114 CC I NO +(RH)
104 CcC II NO -
. : 115 CC I NO -
105 Cs papilar III  SI + (RH) .
. 116 CS nr sl +
106 Cs papilar II NO +
. 117 CC I NO -
107 Cs papilar II NO - 1 :
118 Cs sélido 1II SI +
108 CcC I NO -
. 119 Cs tubular 1 NO -
109 Cs papilar I NO - o :
110 Cssolido I  NO 120 Cs solido IS *
121 Cs papilar III  SI +(RH)

TH: tipo histologico, GH: grado histologico, EP: émbolos peritumorales, LN: estado del linfon6dulo, CC: carcinoma complejo,
Cs: carcinoma simple, CS: carcinosarcoma, Cce: carcinoma de células escamosas, +: presencia de metastasis, + (RH): hallazgo
de metastasis mediante revision histopatolégica, + (IHQ): hallazgo de metastasis mediante técnicas inmunohistoquimicas.

Tabla 2. Resultados del analisis de las imagenes obtenidas a partir de los cortes de carcinomas ma-

marios inmunomarcados con el receptor para el factor de crecimiento de endotelios vasculares-2.
Table 2. Image analysis results from vascular endothelial growth factor receptor-2 immunolabelled specimens of mammary
carcinomas.

Casos seleccionados de neoplasias con metas-
tasis en el linfon6dulo

Casos seleccionados de neoplasias sin metasta-
sis en el linfon6dulo

DO AIM AREA/mm?’ DOI DO  AIM AREA/mm?’ DOI
10,06 12 12055 723,3 10,08 8,5 40789 3263,1
20,08 28,6 103712 8296,9 20,08 5,9 70875 5670
30,08 21,8 617661  49412,8 30,085 0,4 179445  15252,8
40,06 42,5 285802  17148,1 40,06 3,4 85239 5114,3
50,06 27,7 110414 6624,8 50,08 5,8 59709 4776,7
60,06 46 218328  13099,6 60,05 28 4143 207,1
70,03 58 425398  12761,9 70,06 25,6 57577 3454,6
80,06 10 276733  16603,9 80,107 4 283134  30295,3
90,08 61,7 460941  36875,2 90,07 7 256385  17946,9
100,06 11,4 582845  34970,7 100,06 18 34868 2092
x0,06 31,9 309388,9 19651,7 x0,07 10,6 107216,4  8807,3
DS0,014 19,1 207217,6  15563,2 DS0,016 9,6 97303 9457,4

Analisis de DOI: prueba de t=1,88, P = 0,05<0,025
DO: densidad 6ptica, AIM: area inmunomarcada, DOI: densidad optica integrada, X: media aritmeé-

tica, DS: desvio standard de la media.

bibiliografia de referencia, que el hallazgo o no
de émbolos neoplasicos peritumorales origina
marcadas diferencias en el estado de los LN.

En presencia de émbolos, el TH no fue rele-
vante para predecir la metastasis en el LN, pero
si lo fue el grado. En ausencia de ENP, el tipo
histologico determiné el pronostico en mayor me-
dida que el grado. Existe una duda razonable con
respecto a la validez de esta conclusion, debido a
que la probabilidad de que las diferencias fueran
debidas al azar es de 0,03, bastante cercana al
limite de significacion.

Fue igualmente probable encontrar ENP
en un carcinoma mixto y en uno simple. Para
determinar la probabilidad de que en un carcino-
ma simple hubieran ENP no detectados, el grado

histolégico tuvo mayor relevancia que el subtipo
de carcinoma simple observado.

La mayor expresion del receptor flk-1 en el
grupo de carcinomas que produjeron metastasis
permite suponer mayor actividad angiogénica en
dicho grupo. Se trata de una estimaciéon parcial
de neoangiogénesis tumoral que debera ser com-
plementada con otras (por ejemplo, determina-
cion de la densidad de microvasos) y extendida a
mayor cantidad de series de neoplasias. De esta
manera seria posible obtener resultados de ma-
yor validez y generalizar conclusiones que luego
podrian particularizarse en cada caso para el
pronéstico de la diseminacion metastasica de la
neoplasia y, por lo tanto, también de la sobrevida
del paciente.
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Fig. 1. A. Canino. Glandula mamaria. Carcinoma
simple anaplasico, grado III. La flecha indica una
figura mitética. H&E. Obj. 100X. B. Linfonédulo.
Metastasis de carcinoma mamario. H&E. Obj.
20X.

Fig. 1. A. Dog. Mammary gland. Grade III anaplastic simple
carcinoma. The arrow points to a mitotic figure. H&E. Obj.

100X. B. Dog. Lymph node. Mammary carcinoma metastasis.
H&E. Obj. 20X.
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simple. Células carcinomatosas que expresan el
receptor del factor de crecimiento de endotelios
vasculares-2 (flechas). Inmunohistoquimica. Anti
flk-1, LSAB, diaminobencidina. Obj. 100X.

Fig.3. Dog. Mammary gland. Simple carcinoma. Carcinoma
cells express the vascular endothelial growth factor 2 receptor

(arrows). Immunohistochemistry. Anti flk-1, LSAB, diamin-
obencidine. Obj. 100X.
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