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ABREVIATURAS Y SIMBOLOS

Los términos en plural que se consignen mediante abreviaturas y simbolos llevaran una “s
final (en este apartado se definen en singular). Aquellos que corresponden a términos en

idiomas distintos del espafiol se consignan en cursiva.

2D-PAGE: electroforesis en dos dimensiones en geles de poliacrilamida.
(+): positivo.
(-): negativo.

-/- : ausencia de ambos alelos de un gen, en células o individuos noqueados para ese gen.

A

AAF : aspiracion con aguja fina.

ADN: acido desoxirribonucleico.

AE1/AE3: anticuerpo de amplio espectro anticitoqueratinas.
AgNOR: regién organizadora nucleolar afin por la plata.
AJCC: Comité Americano sobre Cancer.

AM: adrenomedulina.

AMT: area microvascular total.

AMR: area microvascular relativa.

ANM: area nuclear media.



APC: adenomatosis poliposa colénica.
ARN: acido ribonucleico.
ARNmMm: acido ribonucleico mensajero.

ATP: adenosina 5 -trifosfato.

B

Bax: proteina pro-apoptética de la familia de Bcl-2.

Bcl: proteinas del linfoma de células B, familia de proteinas antiapoptoéticas.

bFGF: factor de crecimiento de fibroblastos basico.

BMi-1: represor transcripcional involucrado en la regulacion de la proliferacion de
células madres.

BMP: proteina morfogenética del hueso

BRCA-1: gen asociado a la susceptibilidad para cancer de mama y ovario.

BrdU: bromodesoxiuridina.

BT: brote terminal.

c

c-erbB-2: protooncogen del erbB-2 (origen del oncogen: virus de eritroblastosis aviar).

c-fos: protooncogen del fos (origen del oncogen: virus de osteosarcoma murino).

c-myc: protooncogen del myc (origen del oncogen: virus de myelocitomatosis).

c-ras: protooncogen del ras (origen del oncogen: virus del sarcoma de la rata).

c-src: protooncogen del src (origen del oncogen: virus del sarcoma de Rous).

Ca™: ién calcio.

CA-125: glicoproteina del epitelio celomico ovarico durante el desarrollo embrionario.

caPCNA: PCNA acidica.

CC: carcinoma complejo.

CCE: carcinoma de células escamosas.



CCRY: receptor 7 de quimioquinas.

CdK: quinasa dependiente de ciclinas.

CD: cluster de diferenciacion.

CE: célula endotelial.

CEA: antigeno carcinoembrionario.

CPE: célula progenitora endotelial.

CRHL: Laboratorio Colaborativo Radiolégico de Salud.
Cs: carcinoma simple.

CS: carcinosarcoma.

CXCR4: receptor 4 de quimioquinas.

D

DAB: 3,3’ diaminobencidina.

DE: desvio estandar de las medias.

DMV: densidad de microvasos.

DOI: densidad ¢ptica integrada.

DOI/mm2: densidad 6ptica integrada/mm?.
DOI/IM: densidad 6ptica integrada/ maxima intensidad de marcacion.
E

ECM: matriz extracelular.

EE.UU.: Estados Unidos de América.

EGF: factor de crecimiento epidérmico.

EMA: antigeno epitelial de membrana.

Erk: quinasa regulada por sefales extracelulares.
EN: émbolo neoplasico.

E

Fak: quinasa de adhesion focal.

FGF: factor de crecimiento de fibroblastos.



Fig.: figura.

Flk-1: quinasa del higado fetal, homdlogo murino del VEGFR-2.
Fit (1, 4): tirosinquinasa tipo fms, equivalente a VEGFR-1.
G

Go: gap 0, fase del ciclo celular.

G+: gap 1, fase del ciclo celular.

GF: factor de crecimiento.

GFR: receptor para un factor de crecimiento.

GH: grado histoldgico.

H

H-E: hematoxilina y eosina.

Ho: hipdtesis nula.

HER-2: receptor del EGF, equivalente a c-erbB-2.

HGF: factor de crecimiento del hepatocito.

HIF (1a, 18, 2): factor de transcripcion inducido por hipoxia.
HQ: histoquimica.

HRE: elementos de respuesta a la hipoxia.

|

IA: indice de apoptosis.

IAM: indice de actividad mitética.

IGF: factor de crecimiento similar a la insulina.

IHQ: inmunohistoquimical/o.

IP: indice de proliferacion.

ISH: hibridacion in situ.

IVS: invasion a vasos sanguineos.

J

JNK/SAPK: cinasa c-jun n-terminal/proteinquinasa asociada a estrés.



K

kDa: kilodaltones.

KDR: receptor con dominio de insercion de quinasa, equivalente a VEGFR-2.

L

LN: linfonédulo.

LN+ (RH): linfonédulo positivo (con metastasis) luego de la revision histopatolégica.
LN+ (IHQ): linfonédulo positivo mediante IHQ.

LSAB- HRP: sistema de deteccion estreptavidina biotina con peroxidasa de rabano picante.
LYVE-1: receptor de hialuronano presente en los endotelios de los vasos linfaticos.
M

mab: anticuerpo monoclonal.

MAPK: proteinquinasa activada por mitégenos.

microARN: pequefia secuencia de ARN (no codificante).

MMO: micrometastasis ocultas.

MMP: metaloproteinasa de la matriz.

MMTYV: virus del tumor mamario del ratén.

MnSOD: enzima superéxidodismutasa dependiente de manganeso.

N

N...: como término en el TNM, estado del LN.

nib: pequefa molécula inhibidora de receptores de tipo tirosinquinasa.

nmPCNA: PCNA de células mamarias normales.

NOR: region organizadora del nucleolo

Notch: gen cuyo producto esta involucrado en la transduccién de senales durante el desarrollo,
determinando rutas especificas.

(0]

O,: oxigeno.

OMS: Organizacién Mundial de la Salud.



ON: 6xido nitrico.

oncomir: microARN involucrado en la regulacion de genes relacionados con el cancer.
OR: odds ratio, razén de probabilidad.

P

p: probabilidad.

p53, p21, p16, p27: proteinas de 53, 21, 16, 27 kDa.

PAMP: proadrenomedulina.

PAR: receptor asociado a proteasas.

PBS: solucion de buffer fosfato.

PCNA: antigeno nuclear de proliferacién celular.

PCR: reaccion en cadena de la polimerasa.

PDGF: factor de crecimiento derivado de plaquetas.

PET: tomografia por emisién de positrones.

pH: concentracion de iones hidronio, medida de acidez o basicidad.
pl: punto isoeléctrico.

PI3K: quinasa de fosfatidilinositol.

PKM2: piruvato quinasa M2, enzima involucrada en la glicdlisis.
PIGF: factor de crecimiento placentario.

pN;_3: estado del linfonddulo determinado durante el estudio anatomopatoldgico.
PSA: antigeno soluble prostatico.

PTEN: gen supresor tumoral homdlogo de fosfatasa y tensina.
pTNM: estadificacion anatomopatologica segun sistema TNM.

pXx: pixeles.

R

Rb: retinoblastoma.

RE: receptor de estrogenos.

RER: reticulo endoplasmatico rugoso.



RGB: color real de una imagen digital (rojo, verde, azul).
RN: relacionada con la neoplasia (muerte RN).

ROS: especies reactivas del oxigeno.

RP: receptor de progesterona.

RT-PCR: reaccién en cadena de la polimerasa en tiempo real.
S

S/P: sin particularidades.

S: fase S, de replicacion del ADN.

SA: supervivencia alta.

SB: supervivencia baja.

SM: supervivencia media.

SOD: enzima superoxidodismutasa.

sp: especificidad.

ss: sensibilidad.

SV: supervivencia.

T

T+ _: como término del sistema TNM, tamano de la neoformacion.
TCOT: teoria del campo de la organizacion tisular.
TEM: transicién epitelial-mesenquimatica.

TGF-B: factor de crecimiento transformante S.

TH: tipo histologico.

TIMP: inhibidor tisular de MMP.

TK: enzima tirosinquinasa.

TM: tumor mamario.

TME: transicidn mesenquimatica-epitelial.

TMS: teoria de la mutacién somatica.

TNM: tumor-nédulo-metastasis.



TPA: antigeno oncofetal que deriva de proteinas citoesqueléticas.
TrKB: receptor para neurotrofinas, de tipo tirosinquinasa.
TTPA: activador tisular del plasminégeno.

U

UICC: Unidn Internacional Contra el Cancer.
UEA-1: aglutinina 1 de Ulex europaeus, lectina.
UPA: activador de plasminégeno tipo pro-uroquinasa.

v

VCAM: moléculas de adhesion celular vascular.

VEGF: factor de crecimiento de células endoteliales.

VEGFR: receptor para el factor de crecimiento de células endoteliales.
VPF: factor de permeabilidad vascular.

vWF: factor de von Willebrand.

W

Wht: familia de inductores morfégenos (contraccion de dos miembros de la familia: wingless e Int).

X

x%: chi cuadrado.

Y4

Zn**: i6n zinc.



CARCINOMAS MAMARIOS DE CANINOS: INFLUENCIA DE VARIABLES

HISTOLOGICAS E INMUNOHISTOQUIMICAS EN EL PRONOSTICO

Palabras clave: caninos — carcinomas mamarios — angiogénesis — proliferacion — prondstico

Resumen

Se estudiaron 136 carcinomas mamarios de perras y sus linfonédulos satélites. Se evaluaron
la proliferaciéon celular (mediante la marcacién inmunohistoquimica del antigeno nuclear de
proliferacion celular) y la actividad angiogénica (mediante la inmunomarcacién del receptor
para el factor de crecimiento de endotelios vasculares 2 -VEGFR-2- y el recuento de
microvasos). Se relacionaron ambos procesos y su repercusion en el estado del linfonédulo.
Se establecio la asociacion entre estas caracteristicas y el tipo y grado histologicos, y la
presencia de émbolos neoplasicos en los vasos tumorales. Para determinar su significacion en
el prondstico, estos pardmetros se relacionaron con el estado del linfonédulo (merced a la
observacién de cortes procesados mediante la técnica histopatoldgica de rutina y a la
marcacién inmunohistoquimica de citoqueratinas) y con la supervivencia de un grupo de
pacientes.

Los tipos histologicos pudieron clasificarse en dos grupos teniendo en cuenta su
comportamiento proliferativo, angiogénico e invasivo: uno constituido por carcinomas
complejos, simples tubulares y de células escamosas, y el otro por carcinomas simples
papilares, soélidos y anaplasicos y carcinosarcomas. A menor diferenciacion histoldgica
correspondieron mayores actividades proliferativa, invasiva y angiogénica. Con respecto a esta
ultima, en neoplasias con mayor expresion del VEGFR-2, la densidad de microvasos y la
proliferaciéon fueron mayores. La mayor densidad de vasos favorece la invasion vascular. La
presencia de émbolos, el grado histoldgico, el indice de proliferacién, la expresion del VEGFR-
2 y la densidad de microvasos permitieron predecir la capacidad metastasica. El tipo

histolégico no se relacion6 con la supervivencia de manera independiente. Los



carcinosarcomas Yy los carcinomas simples anaplasicos presentaron mayor riesgo de
metastasis que los carcinomas simples tubulares, complejos y de células escamosas. La
probabilidad de supervivencia a 18 meses fue alta y estuvo influenciada por el estado del

linfonodulo y la presencia de émbolos neoplasicos.

CANINE MAMMARY CARCINOMAS: INFLUENCE OF HISTOLOGICAL AND

IMMUNOHISTOCHEMICAL FEATURES ON PROGNOSIS

Key words: canine — mammary carcinoma — angiogenesis — proliferation — prognosis

Summary
One hundred and thirty six canine mammary carcinomas and their satellite lymph nodes were
studied. Proliferation and angiogenic activiies were evaluated by means of
immunohistochemical procedures. For the former, proliferating cell nuclear antigen was
labelled. Vascular endothelial growth factor receptor-2 (VEGFR-2) expression and microvessel
density were measured to estimate angiogenesis. Both processes were related and their
influence on the status of the lymph nodes was investigated. An association was established
between these characteristics and the histological type and grade, and the presence of
neoplastic cells within tumor vessels. In order to determine their prognostic significance, these
parameters were related to the lymph node status (defined after histopathological and
immunohistochemical studies with anticytokeratin antibodies) and survival of a group of
patients.

According to their proliferative, angiogenic, and invasive behavior, histological types
could be classified into two groups: one comprising complex, simple tubular, and squamous cell
carcinomas, and the other comprising simple papillary, solid, and anaplastic carcinomas, and

carcinosarcomas. A lower histological differentiation corresponded to higher proliferative,



invasive, and angiogenic activities. Tumors with higher expression of VEGFR-2 exhibited more
density of microvessels and higher proliferation rates. Vascular density favored vascular
invasion. Metastatic potential could be predicted according to the presence of emboli,
histological grade, proliferation index, expression of VEGFR-2, and density of microvessels.
Independent correlation between histological type and survival was not found.
Carcinosarcomas and simple anaplastic carcinomas presented a higher risk of metastasis than
simple tubular, complex, or squamous cell carcinomas. Probability of survival at 18 months was
high and was influenced by the status of the lymph node and the presence of neoplastic

emboli.

INTRODUCCION




Segun Virchow, los tejidos de nueva formacién, o neoplasmas, se desarrollaban en el
organismo de manera similar a los procesos fisiolégicos, “...siguiendo las leyes que presiden el

desarrollo del embridn...”. “Toda especie de neoplasia tiene por punto de partida elementos
celulares preexistentes a los que reemplaza” (1). Asi, la carcinogénesis es un fendbmeno
patolégico, pero que implica la ejecucion de procesos conocidos en células propias. La
alteracion reside, fundamentalmente, en la regulacion de esos procesos.

El crecimiento neoplasico es excesivo y relativamente autbnomo. ElI mayor volumen
que el tejido adquiere le ha valido la denominacién de tumor, término que se aplicaba
antiguamente a la tumefaccion inflamatoria. El sentido no neoplasico de “tumor” constituye un
arcaismo, de manera que esta palabra se utiliza con connotaciéon equivalente a la de

“neoplasia”.

“Cancer” es la forma habitual de designar a todos los tumores malignos.

Los desérdenes propios de la carcinogénesis y la progresion del tumor constituyen un
campo de conocimiento ampliamente estudiado en medicina humana y, en mucha menor
medida, en medicina veterinaria. Su investigacion en los caninos puede aportar conocimientos
acerca de la patogenia y de los patrones de comportamiento de las neoplasias en esta

especie, de particular utilidad para el diagndstico, prondstico y tratamiento.

Conceptos sobre biologia tumoral

Carcinogénesis



Como plante6 Theodor Boveri en 1914, un problema importante en el estudio de la
carcinogénesis es que es imposible identificar una neoplasia en el organismo in statu
nascendi. Por lo tanto, los investigadores postulan narraciones hipotéticas con respecto a lo
que debid haber ocurrido en la transicion de la normalidad al cancer (2).

Existieron diferentes teorias acerca de la carcinogénesis, algunas se centraron en el
nivel celular y consideraron al cancer como un problema de proliferacién o de diferenciacion
celular. Otros lo localizaron a nivel tisular, como un problema relacionado con la histogénesis.
Las alteraciones cromosdmicas y mutaciones somaticas observadas en neoplasias avanzadas
se consideraron la causa. Algunos interpretaron estas alteraciones como epifendmenos y
consideraron la carcinogénesis como un proceso epigenético, ampliando el campo mas alla de
la molécula del acido desoxirribonucleico (ADN), pero restringiéndolo, de todas maneras, al
medio intracelular (2,3). Estas teorias coexistieron durante el siglo XX. Los avances
metodoldgicos en biologia molecular a partir de la década del 507, y el descubrimiento de los
oncogenes dos décadas después, inclinaron la balanza hacia la aceptacion de la teoria de la
mutacion somatica (TMS) como la doctrina prevalente acerca del origen de los tumores. Se
trata de una postura de reduccionismo genético, en la que la explicacion de los fenbmenos se
da en el nivel de los genes o sus productos. La premisa principal de la TMS es que el cancer
deriva de una célula que ha acumulado mutaciones multiples del ADN a lo largo del tiempo,
por lo que los tumores serian monoclonales. Una segunda premisa es que el estado de las
células por defecto (entendido como el estado en que las células se encontrarian en ausencia
de control) es la quiescencia. Una tercera premisa es que el cancer es una alteracion en la
proliferacion (2).

Segun la TMS, el dafio genético producido por carcindgenos es azaroso y, aunque
muchas mutaciones pueden no tener consecuencias, puede desarrollarse una neoplasia al
ocurrir mutaciones no letales para una célula en una pequefa parte del genoma, en caso que
se trate de genes criticos como los de protooncogenes (c-ras, c-myc, c-erbB, entre otros) o los

genes supresores tumorales (p53, proteina del retinoblastoma -Rb-). En la actualidad, se han



identificado mas de 100 oncogenes y de 15 genes supresores tumorales. Los oncogenes
retrovirales o su contraparte celular, los protooncogenes, codifican proteinas que actian como
factores de crecimiento, sus receptores, transductores de sefales intracelulares, factores de
transcripcién y ciclinas, que regulan procesos celulares como la proliferacién, diferenciacion y
muerte (4,5).

La concepcion de la TMS solo ofrece una explicacion parcial del fendmeno del cancer.
Se la critica porque bajo ese paradigma los fendmenos organicos fueron reducidos a
fendmenos celulares y moleculares, las neoplasias a células transformadas y la carcinogénesis
a la proliferacién aumentada de células en una placa. La verificacion del potencial tumorigénico
de las células transformadas fue realizada, ocasionalmente, inyectando millones de células en
el tejido subcutaneo de animales singénicos o ratones “desnudos” inmunodeficientes (2).
Tiempo después, algunos experimentos pusieron en evidencia ciertas inconsistencias, tales
como el fendmeno de la normalizacion de las células cancerigenas (6). Se observé que células
de teratocarcinoma inyectadas en embriones tempranos (en estadio de blastocisto) generaron
tejidos y 6rganos normales. Por lo tanto células embrionarias que habian originado neoplasias,
al encontrarse en tejidos adultos, revirtieron a la normalidad en embriones tempranos (7).

Estos experimentos demostraron la reversibilidad del fenotipo neoplasico y contradicen
la teoria que afirma que el cancer es causado por mutaciones de ADN, ya que algunas células
tumorales pudieron ser normalizadas. Por lo tanto, se invalidé el dictum “una vez que es una
célula cancerosa, sera siempre una célula cancerosa”.

Si bien la TMS sigue siendo prevalente, no es la unica teoria respecto del origen
tumoral. Algunos grupos de trabajo han generado datos que, de manera explicita o implicita,
desplazaron el énfasis de la investigacion de los blancos intracelulares a las interacciones
entre las células epiteliales y del estroma y su matriz (3). Existe un programa de investigacion
alternativo enmarcado en la denominada “teoria del campo de la organizacion tisular” (TCOT)
que se centra en las premisas que afirman que la carcinogénesis representa un problema de

organizacion tisular, y que el estado celular por defecto es la proliferacién. Se trata de una



postura “organicista” que considera el analisis de diferentes niveles de organizacion sin saltar
del genotipo al fenotipo. Propone que un organismo es un sistema abierto en el que, desde el
comienzo del desarrollo ontogénico, los procesos ocurren en las células o en las poblaciones
celulares debido a la induccion por parte de sus células o grupos celulares vecinos. Los
resultados de la investigacion de la patogenia del cancer de colon relacionados con el gen de
la adenomatosis poliposa colénica (APC), por ejemplo, mas que avanzar en sentido del control
del ciclo celular o de la proliferacion, se centran en la relacion de la célula afectada con sus

vecinas, tema de la competencia de la TCOT (2).

Carcinogénesis en la glandula mamaria. No hay consenso acerca de si la iniciacién y la
promocion del cancer de mama siguen un modelo de multiples pasos como el aceptado para el
cancer de colon (8). Las primeras alteraciones genéticas podrian ocurrir en las células madres
expuestas a agentes carcinogénicos por largos periodos, seguida por otras alteraciones en las
células ya determinadas (9,10). La iniciacidon tumoral resultaria de la desregulacion de la auto-
renovacion de estas células, en la que intervienen vias como Notch, Wnt y BMi-1, entre otras
(9). El balance entre divisiones asimétricas y simétricas de las células madres (que mantienen
o expanden, respectivamente, el numero de células madres) estd involucrado en la
carcinogénesis y en su regulacién intervienen proteinas como p53. Como en otras neoplasias,
existe evidencia de la existencia de células madres tumorales en cancer de mama (9).

Un individuo puede presentar predisposicion hereditaria para el cancer si, por ejemplo,
ocurrieron mutaciones de tipo germinal (en las células sexuales de sus padres) que afectaron
a uno de los alelos de genes supresores tumorales. En humanos se estima que entre el 5 y el
10 % de las pacientes con tumores mamarios tenian predisposicion hereditaria para esta
enfermedad (4). Los factores de riesgo genético para cancer de mama familiar lo constituyen,
principalmente, las mutaciones de los genes BRCA-1 y 2. La mutacion de otros genes también

se ha asociado con aparicion temprana de cancer de mama (sindrome de Li Fraumeni por



mutacion del gen de p53, enfermedad de Cowden -mutacion del PTEN- y ataxia-
teleangiectasia por mutacion del gen homonimo) (11).

Recientes estudios identificaron polimorfismos en nucleétidos individuales en 5 loci
asociados a susceptibilidad para cancer de mama, que involucran genes o bloques de genes
relacionados con receptores de tipo tirosinquinasa (TK) y quinasas de proteinas activadas por

mitdogenos (MAPK) (12).

Crecimiento

Generalmente, cuando una neoplasia es detectada la mayor parte de su crecimiento se ha
completado. Un objetivo del estudio de la biologia tumoral es la comprension de los factores
que gobiernan el crecimiento de la masa tumoral y el uso de esa informacién para su deteccion
temprana o la supresion de su crecimiento. Guiot y su grupo de trabajo sostienen que en las
neoplasias se observan las mismas curvas exponenciales de crecimiento universales con
respecto al crecimiento ontogénico, tanto de mamiferos como de otras clases de animales
(13). Se considera, sin embargo, que solo el crecimiento inicial de una neoplasia es
exponencial. Luego, una menor proporcion de células entran al pool replicativo y se incrementa
la muerte celular. De no ser asi, luego de 10 duplicaciones de cada célula de una masa
detectable de 1 g, se originaria una masa celular de 1 kg, lo que resulta incompatible con la
vida (4,5).

La tasa de crecimiento depende de tres factores: la tasa de mitosis de las células
individuales, la proporcion de células en el pool de replicacion y la tasa de muerte celular o de
diferenciacion a un estadio posmitético. No todas las neoplasias presentan una alta tasa de
replicacion y este parametro no siempre es indicativo de anaplasia ni de grado de malignidad.
Por ejemplo, la tasa de replicacion de poblaciones normales como las de las criptas
intestinales es muy alta, en tanto que algunas neoplasias con alto indice mitético (como el
tumor venéreo transmisible de los caninos) tienen un buen prondstico en la mayoria de los

Ccasos.



Las ceélulas con insuficiente aporte de oxigeno suelen permanecer en la fase Gy del
ciclo hasta que éste se encuentre disponible al establecerse una nueva red vascular.
Finalmente, la tasa de crecimiento tumoral esta determinada por el balance entre division
celular y pérdida de células. Este crecimiento no es regular sino que pueden ocurrir subitos
picos de crecimiento luego de periodos de aparente latencia. Esto ocurre cuando ciertos
subclones de células con mayor habilidad replicativa emergen de la poblacion neoplasica

general (5).

Proliferacion celular en poblaciones normales y neoplasicas

“La célula debe dividirse cuando se necesitan células nuevas de ese
tipo y evitar dividirse cuando no es necesario; debe vivir tanto tiempo
como sea apropiado y autodestruirse cuando se requiera su muerte; debe
mantener su especializacion y ocupar el lugar que le corresponde, sin
extraviarse en territorios ajenos a su naturaleza.”

“La mas importante de las enfermedades asociadas con anomalias en

la renovacion tisular es el cancer” (14).

La biologia de la proliferacion celular y del crecimiento es bastante similar entre células
normales y neoplasicas. Lo que caracteriza a estas ultimas es su desregulacion (5).

Se entiende por proliferacion celular al incremento de la cantidad de células que resulta
del cumplimiento del ciclo celular. El paso a través de las cuatro fases del ciclo esta regulado
por la accién coordinada de quinasas y proteasas (14). Desde principios del siglo XX se sabe
que estos procesos no dependen enteramente del programa intrinseco, sino que involucran

eventos de comunicacién célula-célula y célula-matriz. Por lo tanto, se ve influenciado por un



gran numero de factores solubles (hormonas y factores de crecimiento, entre otros) ademas de
componentes de la matriz extracelular (ECM) (15,16).

Si se asume que el estado de defecto celular es la quiescencia, entonces la regla es
que las células normales de los mamiferos sélo se multiplican (o “proliferan”) si este proceso
es estimulado por senales (14, 17, 18).

Las sustancias que estimulan la proliferacion celular se denominan, en general,
mitdgenos. Muchos son también factores de crecimiento (GFs), esto es, activan vias que
determinan la acumulaciéon de proteinas y otras macromoléculas de manera de asegurar que
la célula conserve un tamafo apropiado (14).

Luego de su interaccion con una variedad de receptores TK, los GFs desencadenan
una cascada que involucra proteinas G acopladas a receptores y diferentes vias de
senalizacion. Esa serie de acontecimientos conduce al desbloqueo de la transicion de la fase
G; a la fase S del ciclo celular (14). Los eventos dependientes de GFs necesarios para
completar un ciclo ocurren antes del punto R, que consiste en la fosforilacion de la proteina
Rb, mediante la regulacién de la activacion de las quinasas dependientes de ciclinas (CdKs)
de G4. Consecuentemente, el potencial mitogénico de los GFs es inherente a su capacidad de
promover la fosforilacion de la proteina Rb, lo que resulta en la liberacién de factores de
transcripcion de la familia E2F. Esto conduce a la expresiéon de genes de fase S, como las
ciclinas G4/S y S. Horas después de la estimulacién comienza a ejecutarse el programa del
ciclo celular. No obstante, la temprana aparicion de sefiales es insuficiente para la progresion
del ciclo y deben existir estimulos adicionales que los GFs realizan en momentos mas tardios
(14, 18).

Los efectos de los GFs no se logran unicamente por la ruta clasica (estimulaciéon de
receptores de superficie) sino que, para la transformacion celular, puede ser necesaria la
presencia de GFs tanto en el medio extracelular como en el citosol. Luego de la unién ligando-

receptor por la via habitual, el proceso de transduccion de sefales estaria limitado debido a la



internalizacion, degradacién o regulacion hacia abajo del receptor, o a la aparicion de enzimas
capaces de antagonizar la sefal (17).

Las células malignas, por el contrario, tienen una mayor autonomia con respecto a las
sefales de crecimiento (si bien son sensibles en distinto grado a los estimulos del medio), a
sefales inhibidoras y estimuladoras, y pueden ser capaces de evadir la apoptosis (16).
Ademas de generar sus propias sefales de crecimiento, pueden inducir la estimulacién de
otras células por mecanismos paracrinos, como las endoteliales, originando
neovascularizacion en el microambiente local (19). Esta liberacion relativa de la dependencia
de sefales exdgenas desmantela un mecanismo homeostatico de importancia critica que
normalmente opera para asegurar un comportamiento celular apropiado. Las células no sélo
sintetizan, sino que también son estimuladas por GFs mitogénicos. Bajo circunstancias
normales, esta via de comunicacién autocrina también ocurre, por ejemplo, para amplificar una
respuesta, pero es estrechamente controlada por programas internos y estimulos externos
(16). Entre los GFs, la importancia del factor de crecimiento de endotelios vasculares (VEGF)
para la multiplicacién celular se puso en evidencia al observar que las células noqueadas para
el gen del VEGF (VEGF-/-) tienen un potencial replicativo limitado y se acumulan en las fases
G41/Gy del ciclo celular (18, 20).

Si los receptores son activados de manera constitutiva (independiente de ligando, como
en la activacion del protooncogen c-ras) entonces la sobreestimulaciéon puede originar una
poderosa senal de transformacion. Es posible también que ocurra una uniéon prematura de los
GFs con los receptores presentes en la cara luminal de la membrana del reticulo
endoplasmatico rugoso (RER) y del complejo de Golgi. La produccion aberrante de GFs por
las células transformadas promueve la estimulacion autocrina y la vascularizacion, de manera
que se extienden los limites del medio ambiente permisivo para la progresién tumoral (17).

En la oncologia moderna, la cinética celular es un campo de gran interés, pero el
control de la division celular es solo una parte del problema. En el otro platillo de la balanza

operan mecanismos de control que determinan si una célula sobrevive o se suicida (14).



El desarrollo de neoplasias involucra la acumulaciéon aberrante de células anormales
causada por excesiva proliferacidon, insuficiente apoptosis y/o desregulacién de la
diferenciacion celular (16). El cociente entre el compartimiento proliferativo y las células totales
se denomina fraccion de crecimiento o indice de proliferacion (IP), que indica una activa
multiplicacion celular. Los inhibidores naturales de la proliferacién y migracion podrian estar
involucrados en la latencia tumoral (21).

Si bien en tejidos neoplasicos se esperaria obtener el indice de apoptosis (IA)
disminuido y el IP aumentado, esto no es lo que ocurre frecuentemente. En 2001, Bai y sus
colaboradores realizaron un estudio de tejidos mamarios siguiendo el modelo de un continuo
“epitelio normal-hiperplasico-neoplasico benigno-neoplasico maligno” e informaron un
acelerado recambio celular creciente a lo largo de continuo. Ambos indices (IA e IP) fueron
significativamente mayores en alvéolos mamarios hiperplasicos que en normales. Los
carcinomas in situ mostraron un comportamiento cinético similar al tejido hiperplasico. Se
observé correlacion positiva entre ambos indices, si bien en carcinomas invasivos el aumento
del IP es aun mayor que el del IA (8). En carcinomas mamarios agresivos, con menor
supervivencia de las pacientes, se encontraron altos IA, como asi también en sus recidivas y
metastasis (22).

En aquellas neoplasias en las que no se pudo constatar regulacion negativa de las vias
apoptoticas es posible especular con que hubiese inhibicién de otros tipos de muerte. Entre
ellas se ha descripto una via de muerte celular no apoptética, llamada entosis, en cultivos de
células mamarias epiteliales que se han separado de la ECM. Durante la entosis, una célula
invade a otra y es degradada en lisosomas por vias diferentes de las de la fagocitosis. La
muerte celular por entosis podria ser un mecanismo de supresion tumoral. /n vivo, se han
descripto neoplasias con caracteristicas citolégicas de canibalismo (como, por ejemplo, células
de carcinomas mamarios obtenidas a partir de efusiones pleurales) pero los mecanismos

involucrados y su significado siguen siendo motivo de controversia (23).



Transformacion maligna

Debido a los cambios genéticos y epigenéticos ocurridos, el fenotipo celular se transforma. El
proceso mediante el cual la célula adquiere el fenotipo de una célula maligna se denomina
transformaciéon o conversion maligna. En el momento del diagndstico las células ya son
heterogéneas. Algunos de estos cambios son letales, mientras que otros les confieren ventajas
inherentes al crecimiento. Algunos de los clones que se generan son localmente mas
agresivos, o tienen mayor probabilidad de generar metastasis o resistir ciertas drogas, otros
tienen diferente expresion antigénica (4, 5).

Hanahan y Weinberg en su articulo “The hallmarks of cancer’ enumeran y describen
seis alteraciones principales en la fisiologia celular de las células transformadas que
consideran los sellos distintivos de ese acontecimiento. Ellas son: autosuficiencia en sefiales
de crecimiento, insensibilidad a sefales inhibitorias, evasion de apoptosis, potencial replicativo
ilimitado, angiogénesis sostenida e invasion y metastasis (16).

En funcidon de sus nuevos productos (productos de secrecién, receptores y otras
glicoproteinas de membrana, entre otros) algunas de estas células adquieren caracteristicas
deletéreas para el huésped como, en el caso de los epitelios transformados, la capacidad de
desorganizar la lamina basal, sobrevivir en tejidos conectivos de manera aislada o en grupos,
evadiendo la anoikis’, degradar la ECM, sobrevivir en medios hipéxicos (al inducir la expresion
de genes de supervivencia por niveles constitutivamente elevados del factor de transcripcion
1a inducido por hipoxia -HIF1a-, por ejemplo) y proseguir con el fendmeno metastasico.

Algunos cambios son morfoldgicos, con microscopia oéptica se observan cambios en el
tamafo y en la forma de las células y sus nucleos, con modificacion en la organizacion de la
cromatina (variacion espacial que conlleva trastornos en la expresion génica) y en la cantidad,

tamano y forma del/los nucleolo/s (con consecuentes trastornos en la actividad transcripcional)

11 Se entiende por anoikis la muerte celular por apoptosis debida a la pérdida de contacto de las células con la ECM (por pérdida
de sefiales de supervivencia dependientes de integrinas). El término es un grecismo que alude a la “condicién de sin hogar”, en los
textos en inglés se presenta como equivalente a “homelessness’. Esta capacidad se atribuye a la mayor expresiéon del receptor
para neurotrofinas TrkB, que de manera indirecta produce bloqueo de las caspasas (24).



(25). El analisis de las caracteristicas morfolégicas nucleares como el area nuclear media
(ANM) puede ser de utilidad en caninos para detectar neoplasias individuales con mas alto
potencial metastasico (26).

Otros cambios son metabdlicos, como el efecto Warburg (por Otto Warburg, su
descubridor) que consiste en un alto consumo de glucosa por parte de las células tumorales
con produccion de acido lactico, debido a la expresién en células tumorales de una de las
formas de piruvato quinasa, la PKM2. El aumento de captacién de glucosa por las células
tumorales es el fundamento de la tomografia por emisién de positrones (PET), de rutina en el
diagnéstico oncolégico en medicina humana. La adaptacién al pH 6 propio del ambiente

tumoral es un ejemplo de la modulacion reciproca de las células y del medio ambiente (25).

Invasion y metéstasis

Una vez que ocurrio la transformaciéon neoplasica se produce un desequilibrio
patolégico, de manera que en la zona de contacto entre células tumorales y normales se crea
un microsistema invasor por interaccion y cooperacion entre células tumorales y células
normales del mismo y otros tejidos (unidad estroma-tumor) (27,28). Un subclon inicialmente
invasivo, y eventualmente metastasico, puede aparecer dentro del tumor. Dentro de esta
poblacién heterogénea y genéticamente inestable, ocurriria una seleccion darwiniana a favor
de las células que tuviesen atributos que les facilitaran el crecimiento, la supervivencia y la
adaptacion a otros entornos. La invasion, entendida como la migracién a través de una matriz
obstructiva, ocurre en una zona focalizada. Un mecanismo propuesto para explicar la
migracion de células de carcinomas mamarios durante la infiltracién local y la intravasacién es
la llamada transicién epitelial-mesenquimatica (TEM), que consiste, entre otros cambios, en la
pérdida de caracteristicas epiteliales como la adhesién celular, y en el cambio a la expresién
de vimentina como principal filamento intermedio. Su “reversion”, la transicion
mesenquimatica-epitelial (TME), ocurriria al establecerse como tumor secundario en otro

organo. Ambas transiciones, en sentido estricto, aluden a los cambios en la forma y



comportamiento migratorio y recuerdan la migracion a larga distancia durante el desarrollo
embrionario (29). Esta descripta la expresién de reguladores negativos de la transcripcion de
E-cadherina durante la TEM. Las investigaciones en este sentido allanaron el camino para el
descubrimiento significativo de que la pérdida de heterocigocidad para el gen de la E-
cadherina es un evento critico en el 85 % de las pacientes con cancer de mama lobulillar. La
modulacion de la expresion de E-cadherina precede la invasién y su rol no se limita a la
adhesion sino que influye en otros procesos como la proliferacion y la diferenciacion celular
(mediante la forma libre de la B-catenina) (28, 30). La dinamica de organizacién de los
microfilamentos del citoesqueleto (que tiene como consecuencia los cambios de forma y la
emisién de podosomas o “invadopodios”) estd mediada por integrinas. Se ha demostrado que
el producto del gen Goosecoide, el mayor “orquestador’” del movimiento durante la
gastrulacién, activa propiedades como la movilidad de las células tumorales y promueve el
desarrollo de metastasis (31).

Aunque los principales tipos de proteasas (de serina, aspartato, cisteina, treonina y
metaloproteinasas) estan involucrados en los procesos de invasion y metastasis, durante la
ultima década el mayor énfasis se ha puesto en el rol de las metaloproteinasas de la matriz
(MMP). Los miembros de la familia de las MMPs tienen como caracteristica comun la
capacidad de degradar por lo menos un componente de la lamina basal y se dividen en grupos
en funcion de su sustrato. Actian a pH fisiologico, requieren de dos atomos de Zn** para su
activacion, son inhibidas por quelantes e inhibidores tisulares y son secretadas como
zimogenos que requieren activacion extracelular (32).

Durante la transicién de carcinomas in situ a infiltrativos ocurre un cambio en la
expresion génica que genera, entre otras actividades celulares, la secrecion y exposicion en la
membrana plasmatica de proteasas que remodelan la lamina basal. Luego, las células son
capaces de migrar a través de la ECM. Este proceso no consiste meramente en cavar un tunel
en la ECM, sino que también implica su reorganizacion. Ella posibilita diferentes interacciones

célula-célula y célula-matriz, y la vinculacién de la actividad proteolitica extracelular con la



transduccion de sefales mediada, entre otros, por los receptores activados por proteasas
(PARSs) que funcionan como “sensores” de la actividad proteolitica del medio (33, 34).

Algunos tejidos conectivos especializados, como el cartilago hialino, son menos
susceptibles a la invasion ya que en su matriz abundan los inhibidores de proteasas (5). Se ha
postulado que, paralelamente a la degradacion de ECM, las células tumorales inducen la
formacion de un estroma ricamente vascularizado que luego invaden. En las neoplasias mas

agresivas ocurriria mayor respuesta estromal (35).

Segun Cotran el término “metastasis” se refiere a los implantes tumorales que no
guardan continuidad con el tumor primario (4). La metastasis es un proceso complejo e
ineficiente. Alrededor de 10° células por gramo de tumor se liberan por dia y sélo un 0,01% es
capaz de completar el proceso (5). Se trata de una cascada de eventos que comienza con la
invasion del entorno (antes descripta) sumada a la supervivencia en el sistema circulatorio, al
establecimiento en la microvasculatura del 6rgano blanco y a la supervivencia y la proliferacion
en este nuevo medio. Este proceso se reanuda al liberarse nuevas células para formar
metastasis adicionales (36).

En el mercado existen micromatrices para detectar la expresién de mas de 100 genes
relacionados con la habilidad metastatica de las neoplasias, cuyos productos estan
involucrados principalmente con la adhesion celular, el crecimiento y proliferacién y la
apoptosis. A los genes cuyos productos facilitan el desarrollo de metastasis se los denomina
metastogenes. A aquellos cuyos productos lo inhiben se los llama genes supresores de
metastasis (25). La capacidad metastasica del cancer mamario se ha asociado recientemente
con la elevada expresion de algunos microARNs que, mediante diferentes mecanismos,
silencian la expresion de genes supresores de metastasis (37). Estos pequefios ARNs no
codificantes involucrados en la regulacion postranscripcional de genes relacionados con
cancer son denominados “oncomirs”. Diez de estos microARNs de caninos siguen el mismo

patrén de expresién que en los humanos (38).



La diseminacion de las neoplasias ocurre por las vias linfatica y sanguinea o por
siembra directa en las cavidades. Se duda acerca de si la intravasaciéon de células tumorales
es un proceso activo o pasivo (39). En cualquier caso, se facilita por el incremento de
permeabilidad de los vasos tumorales. La intravasacion en vasos sanguineos normales solo es
posible luego de la degradacién de su lamina basal, que en los vasos linfaticos esta ausente o
es discontinua (4). Se demostré que las células tumorales residen temporariamente en la
pared del microvaso en su transito hacia la luz (40, 41).

La mera presencia de células tumorales en los vasos no asegura que eventualmente
originaran poblaciones metastasicas. El fenotipo epitelial, aun transformado, no esta adaptado
para la circulacién. Ademas, las células deben evadir la destrucciéon tumoral inmunomediada
(por interaccidén con elementos del hospedador, como plaquetas vy fibrina), por lo que la mayor
parte de las células diseminadas tiene poca supervivencia en el torrente sanguineo (4, 5).

La formacion de la red linfatica intratumoral promueve las metastasis porque
incrementa las posibilidades de intravasacion (39, 42, 43). Se informé que existe correlacion
entre la expresion aumentada del VEGF-C, involucrado en la linfangiogénesis, y el incremento
en la tasa de metastasis en varias neoplasias en humanos, como el cancer mamario, colénico,
gastrico, pulmonar, tiroideo y prostatico (44, 45).

La via linfatica es la mas temprana y la mas frecuentemente involucrada ya que, por la
permeabilidad consecuente a la ultraestructura de estos vasos, constituye el drenaje natural.
Por lo tanto, los linfonddulos (LNs) regionales son habitualmente los primeros sitios en
desarrollar metastasis, lo que justifica la importancia de la linfadenectomia del ganglio
centinela (42, 46, 47).

Sleeman utiliza una analogia que compara las metastasis en el LN regional con una
“posicidn de avanzada en territorio enemigo”, debido a que las células que la forman superaron
la presion de seleccidn y realizaron metastasis exitosas. Por lo tanto, poseen las propiedades

requeridas para originar otros tumores en sitios secundarios menos favorables (46).



Por otra parte, la presencia de metastasis en los LNs no necesariamente significa que
las células que la formaron llegaron por via linfatica. El arribo de células carcinomatosas pudo
realizarse por la sangre de manera temprana, mediante comunicaciones venolinfaticas o, mas
tardiamente, desde la circulacion sistémica (en este caso las metastasis son tipicamente
hiliares) (46, 47).

La ocurrencia de linfangiogénesis durante el crecimiento tumoral fue motivo de
controversia. Hasta principios de este siglo se postulaba que no existia un sistema linfatico
intratumoral. Esta afirmacion podia obedecer a la ausencia de técnicas para poner en
evidencia estos vasos de manera especifica (44, 45, 48). Mas recientemente se ha
estandarizado el procesamiento inmunohistoquimico (IHQ) con anticuerpos anti-podoplanina,
el receptor para hialuronano LYVE-1, el factor de transcripcion Prox-1, y el anticuerpo anti M2A
(D2-40).

De todos modos, no siempre los vasos linfaticos neoformados son funcionales. Las
metastasis ocurririan tanto por invasion a los vasos linfaticos peritumorales preexistentes como
a los intratumorales neoformados (42, 49, 50, 51, 52). Debido a peculiaridades metodologicas
(como la imposibilidad de acceder al dominio basal de membrana de las células endoteliales
en las monocapas de cultivo) existen relativamente escasos datos acerca del proceso de
intravasacion, si se compara con la cabal comprensién que se tiene del de extravasacion
celular (50). La invasién a los vasos linfaticos podria realizarse pasivamente, por destruccion o
como un fenémeno activo de reconocimiento y adhesion entre las células tumorales, la ECM y
glicoproteinas de la membrana de los endotelios linfaticos, como el receptor LYVE-1 (39, 50).

La localizacion de las metastasis no es azarosa. A principio del siglo XIX ya se habia
descubierto que los tumores ahora denominados secundarios eran “sembrados” por
diseminacion de células que se originaban en un tumor primario. Las autopsias revelaban que
en algunos organos estas neoplasias secundarias eran mas abundantes que en otros. Hacia
finales de ese siglo, Stephen Paget publicé “The distribution of secondary growths in cancer of

the breast” (Lancet 1889; 1: 571-573), articulo en el que presentaba la teoria llamada del



“suelo-semilla”, que proponia que las células tumorales (“semillas”) solo podian “crecer” en un
oérgano cuyo microambiente (suelo) fuese apropiado. En el marco del conocimiento actual, se
entiende por “apropiado” a aquel érgano que posea factores tréficos adecuados (53, 54).

En 1929, James Ewing puso en duda la teoria de Paget, proponiendo que la
diseminacion metastasica ocurria por factores puramente mecanicos que eran el resultado de
la estructura anatomica del sistema vascular, es decir, que las células circulantes quedaban
atrapadas en el primer lecho capilar que encontraran. Pero la tendencia en los patrones de
distribucién no podia explicarse unicamente por las particularidades de la anatomia vascular,
la proporcién de flujo sanguineo y la cantidad de células recibidas en cada 6rgano (36, 54).

Actualmente, existen tres hipotesis “mayores” que retoman elementos de la teoria de
Paget e intentan explicar esta diseminacion organotrépica: la primera propone que los émbolos
tumorales abandonan los vasos linfaticos y sanguineos en igual magnitud en todos los
organos, pero soélo se multiplican en aquellos que tienen los GFs apropiados; de acuerdo con
la segunda, las células endoteliales que tapizan los microvasos en ciertos érganos expresan
moléculas de adhesion que interactian con las células tumorales circulantes, de manera de
causar la extravasacion (consecuentemente, seran érganos blanco); por ultimo, la teoria de la
quimioatraccion sostiene que moléculas atrayentes érgano-especificas circulan y estimulan a
las células migrantes a invadir las paredes de los vasos sanguineos y penetrar en el
parénquima del 6rgano, en funcion de un gradiente de concentracion (53). La migracion y
extravasacion de las células tumorales presenta muchas similitudes con el transito de
leucocitos, estrictamente regulado por quimioquinas (citoquinas quimiotacticas) y sus
receptores. Las uniones de las células cancerosas con los endotelios llevan a la extravasacion,
luego del rodamiento causado por uniones de alta avidez pero poca afinidad entre los
oligosacaridos de superficie de las células tumorales y las selectinas endoteliales. Se acepta
que los tumores producen y liberan glicoproteinas que estimulan la expresién de receptores
previamente a la embolizacion. Las quimioquinas estan implicadas en la extravasacion

organotrépica (28, 53, 55). Los receptores para quimiocinas llamados CXCR4 y CCR7 estan



altamente expresados en células de cancer de mama humanos y en sus metastasis. Sus
ligandos exhiben picos de expresion en los LNs, pulmones, higado y huesos, los 6rganos que
desarrollan mas tempranamente metastasis de neoplasias mamarias. Estas uniones no solo
producen adhesion fisica sino que constituyen sefiales que repercuten en la supervivencia de
las células interactuantes. La sefializacién mediante CXCR4 o CCRY7 media la polimerizacion
de actina y la formacién de pseuddépodos y consecuentemente induce respuestas
quimiotacticas e invasivas (55).

Los xenotransplantes de lineas celulares tumorales humanas en ratones fueron
cruciales para dilucidar el rol del producto de ciertos genes en las metastasis del cancer de
mama (particularmente pulmonares y 6seas). Esa especificidad de érgano depende, ademas
de los receptores para quimiocinas mencionados, de la expresién de otros genes como los de
epiregulina, MMP-1, MMP-2, VCAM-1, osteopontina, entre otros (56).

Muy recientemente se ha formulado una hipétesis, fundamentada en experiencias con
tumores hematopoyéticos, denominada de los “nichos premetastasicos”. Los autores proponen
que el tumor primario puede influenciar el microambiente del 6rgano blanco antes del
establecimiento de la metastasis, mediante la liberacion de factores solubles (57).

Independientemente del 6érgano donde se hubiese extravasado, el grupo de células
necesita abastecimiento sanguineo y puede tener que resistir un medio ambiente restrictivo
para el crecimiento, incluida la respuesta citotdxica del hospedador. Muchas células
neoplasicas sobrevivientes se mantienen latentes en los tejidos, en tanto que solo unas pocas
desarrollan metastasis detectables mediante la exploracion clinica (4, 5).

Los tumores primarios pueden mantener la latencia de las micrometastasis distantes al
producir factores antiangiogénicos, como la angiostatina (58). La remocion o la radioterapia del
tumor primario pueden tener como consecuencia un crecimiento “explosivo” de las
micrometastasis latentes (59). Esta situacién ha sido descripta en perros con osteosarcomas

(60).



Las metastasis pueden, o no, conservar el patrén general de crecimiento del tumor
primario, pero sus células comparten, en gran medida, las caracteristicas del tumor primario.
Esto permite, por ejemplo, determinar el origen epitelial de una neoplasia metastasica
mediante IHQ utilizando anticuerpos que reconozcan las citoqueratinas de los filamentos
intermedios (61, 62, 63). Sin embargo, otros rasgos se modifican con consecuencias para la
progresion de la enfermedad y las conductas clinicas a seguir. Un ejemplo es la resistencia del
tumor metastasico a la terapia con drogas efectivas para el tumor primario. Esta resistencia del
tumor metastasico puede deberse a varias razones. Algunas de ellas son: la expresion de la
glicoproteina P (de la familia de bombas tipo ABC, llamadas “de resistencia multiple a
farmacos”) en tejidos que no la expresaban, la sobreexpresion de Bcl-2 u otras proteinas
inhibidoras de la apoptosis (proceso que idealmente debieran inducir los agentes
quimioterapicos citotéxicos) y la sobreexpresién de factores de crecimiento como a y B-FGF,
que se ha asociado con resistencia a los citotoxicos diez veces mayor en metastasis

pulmonares de carcinomas prostaticos que en los tumores primarios en ratas (64).

Abastecimiento sanguineo de las neoplasias primarias y secundarias

Se ha prestado considerable atencion a los mecanismos por los cuales los tumores adquieren
su abastecimiento sanguineo, ya que del sostén tréfico depende su crecimiento y los procesos
implicados pueden ser blancos de procedimientos terapéuticos.

En 1971 Folkman propuso que el crecimiento tumoral era dependiente del proceso de
angiogénesis (65). Esta hipotesis se convirtié en una teoria ampliamente aceptada merced a la
considerable evidencia que la sostuvo durante las ultimas tres décadas (66).

La teoria postula que el crecimiento y la progresién de los tumores estan limitados por
el acceso a O,, nutrientes y GFs derivados de la circulacién que difunden por los tejidos. La
red vascular posibilita, asimismo, la eliminacién de desechos (67). Por otro lado, esos nuevos
vasos aumentan la oportunidad de las células neoplasicas de llegar a la circulacién general y

alcanzar sitios distantes (19).



La evidencia experimental indica que, sin nueva formacion de vasos, las neoplasias no
pueden crecer mas de 1-3 mm?®, o alrededor de 10° células, debido a la hipoxia y necrosis que
se generan (19, 65, 66, 68). El crecimiento tumoral consiste, entonces, en una fase avascular
(previa al switch angiogénico) y otra vascular (68). La diferencia de tamafio entre distintos
tumores en fase avascular se deberia a las capacidades disimiles de las células para
sobrevivir bajo distintos grados de hipoxia (66, 69). Durante la fase avascular, que puede durar
afos, las células proliferan pero mueren, por lo tanto el crecimiento es limitado. Hay ausencia
o0 baja probabilidad de originar metastasis, los microvasos son maduros y los endotelios,
quiescentes (19, 68). La mayor parte de los tumores se vuelven clinicamente detectables luego
de la vascularizacion (70). El subsiguiente crecimiento seria posible merced al proceso
angiogénico, mediante el cual la neoplasia forma su propia red de vasos (66, 67, 68).
Historicamente, el término se us6 para describir el crecimiento de “brotes” vasculares a partir
de vénulas poscapilares preexistentes (21, 71, 72). La angiogénesis es un proceso
practicamente ausente en el organismo adulto en estado de salud, con excepcion de los ciclos
angiogénicos hormonalmente regulados en el aparato reproductor de la hembra (19, 72).

Segun esta teoria, en los tumores se forman nuevos vasos sanguineos a partir de
vasos preexistentes gracias a la intervencién de multiples factores que, segun se creia
inicialmente, sélo eran secretados por las células tumorales (65).

La adquisicién de la capacidad angiogénica puede ser una expresion de la progresion
desde la transformacién neoplasica de la poblacion en cuestion hasta el crecimiento y el
desarrollo de metastasis tumorales (21, 68, 71).

Sin embargo, mas recientemente se ha planteado una hipotesis que sostiene que el
fenotipo angiogénico puede incluso preceder a la transformacion neoplasica y manifestarse en
procesos displasicos, por ejemplo aquellos del cuello uterino, boca, vejiga, glandula mamaria y
meédula 6sea. Se sugiere que la angiogénesis precede a la transformacion de la hiperplasia

mamaria en neoplasia (43, 73). Ademas, la transformacién de carcinomas mamarios in situ en



carcinomas invasivos (si se consideran estas lesiones como puntos de un continuo) puede ser
anticipada mediante la determinacién de la densidad de los microvasos (67).

Hasta hace poco, se consideraba que la angiogénesis era el Unico mecanismo de
formacion de vasos en la vida posnatal. Ya en la revisién de Folberg y colaboradores del afio
2000 se plantearon variaciones a esta postura. El término se utiliza en la actualidad de manera
mas amplia, para denotar el proceso de crecimiento y remodelacion de la red vascular primitiva
en una mas compleja (74). El modelo actual sugiere que el proceso involucra tanto
ramificacion de vasos preexistentes como incorporacion de células progenitoras endoteliales
(CPE) en el lecho vascular en crecimiento (21, 74, 75, 76, 77).

Las células endoteliales y sanguineas provienen de un progenitor comun: el
hemangioblasto. El VEGF constituye la sefial que induce la diferenciacion del hemangioblasto
a angioblasto (75). Durante la vasculogénesis, que es el desarrollo de los vasos en el embrién,
ocurre la diferenciacion in situ de estos precursores (angioblastos) a células endoteliales que
se ensamblan en un laberinto vascular, mediada por VEGF, su receptor VEGFR-2 y el factor
basico de crecimiento de fibroblastos (bFGF) (21, 78).

La generacion de canales vasculares por el citotrofoblasto representa el ultimo evento
de vasculogénesis normal en mamiferos (74). Gran cantidad de datos sostiene la existencia de
CPEs residentes en la médula 6sea en la vida posnatal, que tienen la actividad funcional del
hemangioblasto y contribuyen a la formaciéon de nuevos vasos en el adulto, mediante un
mecanismo que recuerda al de la vasculogénesis embrionaria (21, 76, 77). Las CPE se
movilizan al torrente sanguineo al ser expuestas a factores angiogénicos como VEGF, FGF-2,
IGF y angiopoyetina (75, 77, 79). Estas células son incorporadas a sitios de activa
neovascularizacion (desde donde reclutan CPEs adicionales), por ejemplo durante isquemia,
trauma vascular o crecimiento tumoral (77).

En pacientes con cancer se detecté un aumento de CPEs circulantes, relacionado con
el creciente volumen tumoral y la exacerbada produccién del VEGF por parte del tumor. El

porcentaje de incorporacién de CPEs para la formacion de nuevos vasos depende de la



naturaleza del tumor: para la mayoria es baja, en tanto que otros dependen de este
mecanismo (77). Otros autores, sin embargo, sostienen que los progenitores no contribuyen al
desarrollo del endotelio de la nueva vasculatura en crecimiento (79).

Otro modelo de vascularizacion se funda en la hipotesis que sostiene que algunos
tumores pueden vascularizarse sin angiogénesis significativa, probablemente utilizando vasos
preexistentes mediante seleccién vascular (80). Las observaciones de Holash y colaboradores
desafiaron el punto de vista prevalente acerca de que las neoplasias se iniciaban como masas
avasculares que solo tardiamente inducian el desarrollo de un soporte vascular. En lugar de
esto, encontraron que las células malignas rapidamente seleccionan y utilizan vasos existentes
para formar una masa tumoral bien vascularizada. Paradojicamente, a partir de los vasos
seleccionados no se induce neoangiogénesis, sino que ocurre su regresién, mediada por
angiopoyetina-2, debida a la disrupcién de las interacciones entre células endoteliales y células
musculares lisas y la apoptosis de células endoteliales. Esta regresion genera necrosis central
en las neoplasias. En los margenes comienza la angiogénesis que sostiene el crecimiento
futuro, con aumento de expresion del VEGF (80).

Si bien la mayoria de las neoplasias depende de la angiogénesis, distintos tipos
tumorales podrian lograr su abastecimiento sanguineo mediante diferentes mecanismos (67,
74). En melanomas uveales de mas de 1 cm, sin evidencia de angiogénesis, no se detectaba
necrosis. Esto indujo a pensar que la perfusién se llevaba a cabo mediante otro mecanismo,
(74). Este y otros estudios morfoldgicos indican que algunos tumores pueden nutrirse sin
angiogénesis significativa, probablemente formando canales vasculares, mediante un proceso
llamado mimetismo vascular. Este es otro proceso de abastecimiento sanguineo, aunque no
se trata de un evento vasculogénico. Consiste en la generacion de canales de
microcirculacion. Se determind que tales canales carecen de pared celular, estan delimitados
por ECM y son generados por células tumorales en neoplasias con fenotipo altamente
agresivo en la intimidad del compartimiento celular, a diferencia de la respuesta angiogénica

que se relaciona con el compartimiento estromal (74, 81). Estos canales también se forman in



vitro, por lo que se concluye que son independientes de fuerzas hemodinamicas (82). Este
descubrimiento se enfrenta a la concepcion predominante que consiste en que la generacion

de nuevos vasos es el Unico mecanismo de abastecimiento de sangre (74).

Procesos involucrados en la angiogénesis. Bases celulares y moleculares

El apropiado desarrollo del sistema vascular requiere de la accion concertada de multiples
sistemas de senalizacién. La comprension de los mecanismos moleculares mediante los que
se forman los vasos sanguineos se ha convertido en uno de los principales desafios de la
ultima década, ya que ofreceria opciones prondsticas y terapéuticas para mitigar o, inclusive,
curar desérdenes que constituyen causas de elevada mortalidad: enfermedad isquémica

miocardica, fenomenos inflamatorios exacerbados y cancer (21, 43, 74).

La intrincada serie de eventos a los que colectivamente nos referimos como
angiogeénesis constituye un proceso complejo, heterogéneo, incompletamente comprendido,
mediado por GFs, constituyentes de la ECM representados de manera aberrante en el estroma
peritumoral, genes supresores alterados y proteasas relacionadas al tumor, entre otras
sustancias. El balance de factores pro y antiangiogénicos determina el curso de la formacién
de vasos. En 1995 se conocian doce proteinas angiogénicas, pero este numero se ha
incrementado dramaticamente en los ultimos afos (21, 43, 74, 79).

En tejidos normales, la quiescencia vascular se mantiene por la influencia dominante de
inhibidores enddgenos de la angiogénesis por sobre el estimulo angiogénico. Por el contrario,
la angiogénesis tumoral esta inducida por la secrecion exacerbada de factores
proangiogénicos y por la regulacién hacia abajo de inhibidores (66, 79). En las neoplasias se
sintetizan ambos tipos de factores (67). La observacion clinica y las evidencias experimentales
sugieren, por ejemplo, que células de osteosarcomas y carcinomas prostaticos de caninos

generan inhibidores de angiogénesis, como la angiostatina (60).



Entre los factores proangiogénicos, la familia de los VEGF es la mejor caracterizada
(20). La via VEGF/VEGFRs ha sido, y continta siendo, el foco de la investigacién basica y de
desarrollo de la industria farmacéutica en el campo de la oncologia (79, 83, 84). Aunque
inicialmente se creia que en enfermos de cancer estos factores de crecimiento eran
secretados unicamente por las células tumorales, se observé que la eliminacion del gen para
VEGF en estas células no bloqueaba completamente ni su produccion, ni la angiogénesis o el
crecimiento tumorales, aunque si los retrasaban (85). Se constatdé que la mayor parte de las
moléculas angiogénicas, principalmente VEGF, son liberadas tanto por las células tumorales
como por células endoteliales, células del estroma, macréfagos vy linfocitos infiltrantes (72, 85,
86, 87). Recientemente se informé acerca de una nueva familia de factores angiogénicos: la
adrenomedulina (AM) y el péptido proadrenomedulina (PAMP), a los que también se les
atribuye un rol en la disminucion de la apoptosis y en el aumento de movilidad de las células
cancerosas, ademas del estimulo de la angiogénesis mediante interaccién con VEGF (88).

Segun el modelo que considera fases avascular y vascular, existe un switch
angiogénico. ¢ Cual es la sefal para que se desarrolle la segunda de estas fases? Se sostiene
que el fenomeno clave en la pérdida del equilibrio entre factores pro y antiangiogénicos es la
hipoxia (20, 43, 69, 85). En el cancer, esta circunstancia ocurre por aumento de consumo de
O,; en otras entidades patologicas, por deprivacion. El sistema vascular debe ser capaz de
adaptarse a la demanda alterada en un area determinada.

Apoyada por el descubrimiento de los HIFs (HIF-1a, HIF-18, HIF-2) se propuso la
siguiente sucesion de acontecimientos conocida como “cascada de la hipoxia” (69, 89). En
normoxia, el HIF-1B se expresa constitutivamente, en tanto que el HIF-1a esta prolihidroxilado
por una oxigenasa. En hipoxia, en cambio, la oxigenasa esta inactiva y el HIF-1a estable, con
capacidad de unirse a los elementos promotores de respuesta a la hipoxia (HRE) de genes de
GFs (20, 69, 85, 90, 91, 92). Los genes “blancos” para el HIF-1a son numerosos y estan
involucrados en la angiogénesis, el control vasomotor, la proliferacion, la eritropoyesis y el

metabolismo energético. Con respecto a este ultimo, el HIF-1a favorece la transcripcion de



genes que promueven la fermentacién en lugar de la fosforilacion oxidativa (89). Esta cascada
que involucra cambios en la expresidn génica representa una adaptacion de largo plazo. La
expresion del gen para Flk-1 (receptor del VEGF que media la mayoria de sus efectos en
proliferacién, migracion y supervivencia) es activada luego de periodos de hipoxia bastante
prolongados (69).

La pérdida del HIF-1a en ratones in utero dificultd la angiogénesis. Esto se comprobd
porque se observaron menor densidad vascular y menor diametro de los vasos. La mayoria de
los ratones noqueados para el gen de HRE muri6 (43, 85).

Se ha observado un incremento progresivo en los niveles del HIF-1a en los tejidos
normales, hiperplasicos y carcinomatosos (43). Sin embargo, la expresién del HIF-1a no es
indispensable para la iniciacién tumoral ni para su crecimiento, ya que ratones HIF-1a -/-
también desarrollaron neoplasias (85, 89). No obstante, éstas tuvieron menores indices de
proliferacion, tardaron mas en progresar y la mayoria no desarrollé metastasis (89).

Existen otras causas que llevan al desequilibrio entre factores pro y antiangiogénicos,
tal es el caso de la mutacién del gen para la proteina supresora tumoral p53 y la activacion de
protooncogenes (como c-ras, c-src, c-fos, entre otros) que inducen produccién de GFs
angiogénicos como el VEGF (20).

Los macréfagos, los linfocitos y los mastocitos también participan en el inicio del
proceso de angiogénesis. La evidencia sugiere que estas células, en lugar de inhibir el
crecimiento tumoral, lo promueven mediante una miriada de mediadores: GFs, citocinas y
proteasas, entre otros. Los macrofagos son muy abundantes en tumores mamarios,
particularmente en estadios tempranos de progresion. Se ha descripto la correlacion positiva
entre la magnitud del infiltrado y la amplificacion de oncogenes, sobreexpresiéon del VEGF,
aumento en la densidad de vasos sanguineos y peor pronostico (93).

El creciente conocimiento en la materia permite componer una imagen dinamica de la
formacion de la neovasculatura tumoral en la que las células endoteliales (CEs) y las células

tumorales continuamente migran. Esto no podria ocurrir en vasos maduros, quiescentes, con



pericitos y lamina basal estable (66). El brote angiogénico consta de varios acontecimientos,
presentados aqui como pasos secuenciales a efectos de su descripcidon. Si bien en cada uno
interviene una gran cantidad de mediadores y vias de sefalizacion, se resalta particularmente
el sistema VEGF/VEGFRs debido a su importancia.

Segun el modelo tradicional, los acontecimientos centrales del proceso angiogénico
son: dilatacién del vaso preexistente, aumento de permeabilidad endotelial, pérdida del soporte
periendotelial, proliferacion, migracién, invasion del estroma circundante por células
endoteliales, organizacion de formaciones tubulares, supervivencia, maduracién vy

diferenciacién de los vasos y su remodelacion (21, 79, 94).

Vasodilatacion y aumento de la permeabilidad endotelial. En neoplasias, se ha descripto una

correlacion positiva entre el aumento en la secrecién del VEGF y la dilatacién de los vasos
sanguineos Y linfaticos pre-existentes (20). Este proceso se desarrolla mediante una via Ca*™”
dependiente que involucra la produccion de 6xido nitrico (ON), inducida por VEGFs (95).
Luego, la microvasculatura se vuelve hiperpermeable para macromoléculas circulantes. La
permeabilidad vascular aumenta en respuesta a VEGFs y permite la extravasaciéon de
proteinas plasmaticas, como la fibrina, que convierten provisionalmente a la matriz,
normalmente antiangiogénica, en un lecho favorable para la migracién, tanto de las células
endoteliales como de las neoplasicas (66, 93, 96). Este aumento de permeabilidad esta
posibilitado, segun distintos autores, de diversas maneras. Una posibilidad es que los GFs
induzcan fenestraciones endoteliales (20). Dvorak propuso que las moléculas atravesarian el
endotelio mediante transcitosis inducida por VEGFs (96) o por aberturas en las uniones entre
células adyacentes (20). La hiperpermeabilidad lleva a condiciones patoldgicas como la ascitis
y otras efusiones, asociadas frecuentemente a los procesos neoplasicos (20, 97). El aumento
de presion intersticial, debida a los vasos hiperpermeables, disminuye la tension de O, y
ocasiona necrosis (19, 97).

Proliferacion de células endoteliales. En décadas anteriores no estaba ampliamente aceptado

que ocurriese este fendmeno, sino que se creia que la observacién de vasos mas numerosos



era aparente y reflejaba una respuesta inflamatoria hiperémica a la necrosis. Se acepta
actualmente que el endotelio pasa de un estado de quiescencia a uno de proliferacion
mediante senales quimicas. VEGF es un mitdgeno que desencadena la proliferacion endotelial
interactuando de modo paracrino con sus receptores, principalmente Flk-1 (72, 78, 84, 98, 99).
VEGF actiua mediante la activacion de Flk-1, activando las vias relacionadas con las MAPKS,
la de las quinasas reguladas por sefales extracelulares (Erk) y la de la quinasa c-jun n-
terminal asociada a estrés (JNK/SAPK). La proliferacion endotelial también esta regulada por
los pericitos (20, 72, 84).

Inicialmente se creia que el VEGF tenia accion mitogénica sélo en los endotelios, pero
luego se descubrié que estimulaba tanto la proliferacion como la migracion y supervivencia en
células no endoteliales, por ejemplo neuronas, astrocitos, monocitos, condrocitos, epitelio
retiniano y miocitos lisos (91, 100). Actualmente, el descubrimiento de la expresion de
receptores para VEGF en lineas de células carcinomatosas y en una variedad de neoplasias in
vivo ha generado interés en la posible funcién autocrina de este factor en el cancer (87, 100).
En neoplasias mamarias la expresion de Flk-1 se asocio a indices mayores de proliferacion de
las células tumorales (101).

Migracién de células endoteliales. Las células endoteliales migran para formar el “brote

angiogeénico”, pero para ello necesitan perder los contactos intercelulares y el soporte
periendotelial, es decir, requieren desestabilizacion, la que consiste en la desunién de las
células musculares lisas y la desorganizacion de la ECM (21).

Se ha demostrado que las células endoteliales son capaces de secretar, exponer y
activar tanto MMPs (particularmente las que degradan colageno |, el principal componente de
la ECM perivascular) como sus inhibidores tisulares (TIMPs). Esta capacidad degradativa
también es propia de las células tumorales y de algunas células del tejido conectivo. En
tumores de ratones noqueados para MMPs se observé menor cantidad de vasos que en los

animales controles. En cultivos celulares, la migracion de células endoteliales fue inhibida por



la adicion de TIMPs. Luego, se considera a las proteasas como factores criticos en la cascada
angiogénica (32, 33).

Este microambiente extracelular prodegradativo es inducido, entre otros factores, por el
VEGF (78, 85). Este GF induce la degradacion de la lamina basal mediante MMPs, proteasas
de serina uPA y TTPA (95). La migracion iniciada por el VEGF sigue un proceso de
sefalizacién asociado con quinasas de adhesién focal (Fak), quinasas del fosfatidilinositol
(PI3k), oxido nitrico (ON) y con la reorganizacion de microfilamentos (79, 102).

La formaciéon de ECM y su degradaciéon se encuentran habitualmente en equilibrio,
controladas por la familia de las enzimas MMPs y los TIMPs. Este exquisito balance se pierde
durante la angiogénesis (43). La activacion de las MMPs se relaciona con dos procesos
criticos de la diseminacion carcinomatosa. El primero es la desorganizacion de la lamina basal
(y la pérdida de sefales consecuentes) e invasién al tejido conectivo subyacente que puede
tener como consecuencia la intravasacion, como se ha comentado en paginas anteriores. El
segundo es la degradacion de la matriz para permitir la prolongacién de los brotes
angiogénicos; en este proceso también tienen un rol de importancia ciertas moléculas de
adhesion como las integrinas (102, 103). Algunas de las MMPs, secretadas por diversas
células, activan o liberan GFs (bFGF, VEGF, IGF-1) secuestrados en la matriz (21, 43, 93). Las
moléculas involucradas en la adhesién célula—matriz, como la aVB3-integrina que localiza a la
MMP2 en la superficie de la célula endotelial, son mediadoras de la diseminaciéon endotelial
(103).

Organizacion en estructuras tubulares. Supervivencia endotelial. Las CEs se ensamblan como

cordones que subsecuentemente pueden adquirir luz. El adelgazamiento de las CEs y la fusion
de vasos preexistentes les permiten incrementar su didmetro y longitud. En contraste con los
vasos normales, los tumorales estan anormalmente agrandados, pero el flujo es cadtico, lento
e ineficiente para las demandas metabdlicas (96).

El mecanismo habitual de regresion vascular es la apoptosis endotelial. Esto ocurre,

por ejemplo, en la retina, el cristalino y el ovario luego del nacimiento. Este es un proceso



“blanco” para la inhibicion terapéutica de la angiogénesis. La apoptosis es inducida por la
privacion de nutrientes o de sefiales de supervivencia cuando la luz vascular es obstruida por
trombos, por células muertas o cuando ocurre un cambio en el perfil angiogénico. También
puede ser inducida por ON, especies reactivas del oxigeno (ROS), angiostatina, etc, (22, 104,
105).

Se ha demostrado la inhibicion de apoptosis por parte del VEGF in vitro (20, 90, 91,
92). Los mecanismos mediante los que ocurre son discutidos. Zachary postuldé que el VEGF
induce el aumento de la expresiéon de proteinas antiapoptéticas (como Bcl-2 y Bcl-xl)
inhibiendo asi a las caspasas; sin embargo, Jin en el afo 2002 encontré correlacién entre la
expresion del VEGF y caspasas (91, 95). El VEGF también activa a las Fak y a otras proteinas
reguladoras de la adhesion que mantienen las senales de supervivencia en las CEs y
suprimen a las proteinas p53, p21, p16, p27 y al gen proapoptético Bax (102). Ademas,
secuestra a la proteina proapoptética Bad (20). Se propuso que la expresion del gen de la
enzima superéxidodismutasa dependiente de manganeso (MnSOD), mediada por VEGF,
representaria otro mecanismo antiapoptotico, en los casos en que la apoptosis es causada por
dano mitocondrial debido a las ROS (que aumentan ante la isquemia) (105). Por otra parte, el
VEGF se considera neurotrofico y neuroprotectivo, ya que estimula la neurogénesis in vivo e
in vitro y promueve la supervivencia de neuronas motoras durante fendmenos de hipoxia,
probablemente incrementando la resistencia al perdxido de hidrogeno en endotelios y otras
células (90, 91, 104).

Maduracién, diferenciaciéon y remodelacion de los nuevos vasos. Caracteristicas de los vasos

tumorales. La maduracion del vaso incluye su remodelacion hasta un diametro uniforme, su
ramificacion y estabilizacidon. Poco se sabe acerca de los mecanismos que guian a las CEs en
patrones correctos (21, 96). A partir de CEs, macréfagos, células mesénquimaticas o
precursores de la médula ésea, ocurre diferenciacion a células musculares lisas. Durante la
miogenesis vascular, las células murales estabilizan al vaso inhibiendo la proliferacion vy

migracion endoteliales y estimulan la sintesis de ECM, lo que solidifica las interacciones e



interviene en el control hemostatico. Ademas, en esta fase, el vaso adquiere las caracteristicas
especializadas para cada lecho vascular. Un ejemplo de ello es que las células endoteliales
son mas fenestradas en los tumores de la piel que en los del encéfalo (21).

El sistema Ang-1/tie2 (angiopoyetina/receptor) contribuye a la remodelacién vascular al
estabilizar la interaccion entre células murales y CEs e inducir la ramificacion. Este proceso
esta caracterizado por reclutamiento de pericitos y células musculares lisas hacia el nuevo
vaso. VEGF promueve la acumulacién de células musculares lisas a través de la liberacién del
factor de crecimiento derivado de plaquetas (PDGF), familia de ligandos que contribuye a la
estabilidad de los vasos y a su maduracion (21, 72).

En los vasos sanguineos normales la lamina basal esta presente, es continua, y entre
las células se establecen uniones estrechas, adherentes y comunicantes (106). Por el
contrario, los vasos tumorales son altamente anormales en su organizacion y estructura. Son
“multicapa”, carecen de pericitos, originan extensiones que protruyen formando puentes y las
laminas basales faltan o son irregulares y fragmentadas. Ademdas, se remodelan
permanentemente debido a la falta de estabilizacién. Las células endoteliales exhiben
fenestraciones y existen espacios intercelulares, por lo que estos vasos tienen una
permeabilidad descontrolada (96). La intravasacién de células tumorales es ayudada
materialmente por estas caracteristicas estructurales (107). Los vasos sanguineos neoplasicos
son similares a los capilares linfaticos, pues carecen de lamina basal o ésta es discontinua, y
sus células se encuentran laxamente superpuestas o interdigitadas y sin uniones estrechas
generando asi espacios intercelulares excepcionalmente amplios (39, 51). Existen distintos
tipos de vasos tumorales: vasos “madre”, proliferaciones microvasculares glomeruloides y
malformaciones vasculares. Todos ellos se han observado en neoplasias de humanos y
animales. Algunos son dependientes de VEGF y otros, no (96).

Recientemente, los vasos de las neoplasias se han denominado vasos “en mosaico” ya
que exhiben células tumorales residentes en la pared. Esa es la razén por la que los agentes

quimiotrdpicos citotdxicos también tienen efectos antivasculares (40, 41).



Familia de los VEGF y sus receptores. En 1983, Senger y colaboradores describieron una

proteina que aumentaba la permeabilidad vascular 50.000 veces mas que la histamina,
actuando selectivamente en el endotelio venular y sin injuria para las CE. La denominaron
factor de permeabilidad vascular (VPF) (97). Siete afos después lograron purificarla y describir
la secuencia completa de ADN. En 1989, el grupo de Ferrara aisl6 y caracterizdé un mitégeno
para endotelios a partir del sobrenadante del cultivo de células foliculares hipofisiarias de
bovino y propuso que se lo denominara factor de crecimiento de endotelios vasculares (VEGF)
(108). En un trabajo posterior del mismo afio, comunicaron que se trataba de un factor soluble,
a diferencia de otros mitdgenos endoteliales (109). Cuando tiempo mas tarde describieron su
secuencia, se descubrid que se trataba del VPF.

En 1996, Ferrara y su grupo de trabajo observaron que los ratones noqueados para
VEGF morian in utero. Esta y otras observaciones condujeron a proponer que los VEGF
cumplen un rol esencial en la vasculogénesis (110). Desde su descubrimiento inicial como
factor de aumento de permeabilidad a su actual rol pluripotencial en la angiogénesis se han
hecho continuos progresos en la identificacibn y caracterizacion de sus receptores,
reguladores y vias de senalizacion (20, 100, 111, 112).

Se trata de una familia de seis glicoproteinas: VEGF-A, VEGF-B, VEGF-C, VEGF-D,
VEGF-E y los factores de crecimiento placentarios 1y 2 (PIGF 1y 2) (20, 79, 84). Algunos se
secretan ligados a proteoglicanos y requieren clivaje de proteasas para generar un segmento
bioactivo. El VEGF-A, llamado también VEGF, es el VPF. El gen del VEGF-A tiene 8 exones y
existen distintas isoformas originadas por corte y empalme alternativo del ARN. De esta
manera, se originan proteinas de 121, 165, 189, 206, 145 y 183 aminoacidos. Cumplen un
amplio rango de actividades en mamiferos, son consideradas claves en la vasculogénesis y la
angiogénesis, tanto en condiciones fisiolégicas (incluidas la ovulacion, menstruacion,
mantenimiento de presion, prefiez, etc.) como patoldgicas: artritis, soriasis, degeneracion

macular de la retina y cancer (20, 111, 112, 113).



VEGF se une a sus receptores, de tipo tirosinquinasa, en las células endoteliales y
otras células (20, 111, 112, 113). Su produccién se regula hacia arriba fundamentalmente por
la hipoxia, acidosis e hipoglucemia (85). Se describieron los siguientes receptores: VEGFR1 o
Flt-1 (fms like tyrosin kinase), VEGFR2 o KDR (kinase-insert domain containing receptor) o su
homologo murino: fetal liver kinase (Flk-1), VEGFR3 (Flt-4) y VEGFR4. Ademas, existen co-
receptores (neuropilinas). Los distintos VEGFs tienen distintas afinidades por sus receptores
(fig. 1.), que desencadenan respuestas disimiles. La funcion del GF y la especificidad del

receptor pueden ser reguladas por procesos proteoliticos (20, 39, 44, 72, 79, 84).

VEGF-C
YEGF-D

VEGFR1 NRP-1 EGFR2 YEGFR3 NRP-2
(FYR'HKDR]

(Fit-1) (Fit-4)

Fig 1. Interaccion entre los VEGFs y sus receptoresz. NRP: neuropilinas.

Flt-1 y Flk-1 son dimeros que comparten un 44 % de homologia, compuestos por un
dominio del tipo inmunoglobulina extracelular, un dominio transmembrana y un dominio tirosin-
quinasa interrumpido por otro de insercién de quinasa. Ligan VEGF mediante diferentes

dominios de la molécula, por lo que la mutaciéon de uno puede no afectar la unién con el otro
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receptor. La activacion de las vias de senalizacion puede ser diferente en estos dos receptores
(20, 84, 112, 113).

FIt-1 se expresa en los endotelios sanguineos y es critico en la vasculogénesis ya que,
si bien no es imprescindible para la diferenciacion del endotelio, si lo es para su correcto
ensamblaje. Esta via regula la interaccién célula-célula y célula-matriz durante el desarrollo
vascular, por lo que los ratones noqueados para este gen desarrollan vasos con endotelios
anomalos en su organizacion (113, 114). También funciona como inhibidor de la proliferacion
mediada por Flk-1, pero no de la migracion (79, 91).

Flk-1 se expresa en endotelios sanguineos y regula la mayoria de los efectos rio abajo
del VEGF en proliferacién, aumento de permeabilidad, invasion, migracion y supervivencia
(87, 112, 113, 115). La ausencia de islotes y vasos sanguineos en embriones VEGFR-2 -/-
indica que el patron de sefializacion que lo involucra se requiere tempranamente en el
desarrollo del linaje endotelial (116).

Sistema VEGF-C/D y Filk-1/ Fit-4. VEGF-C puede ser angio o linfangiogénico, como

consecuencia de su procesamiento, al unirse a los receptores Flk-1 o Flt-4, respectivamente
(39). La proteina VEGF-C 31 kDa inmadura, la que predomina en los tumores, activa al
receptor Flt-4 (presente casi exclusivamente en el endotelio de los vasos linfaticos en la vida
posnatal) y controla su desarrollo y crecimiento (39, 44, 45, 51, 84). La forma clivada de 21
kDa, también es capaz de activar a Flk-1. VEGF-D también se une y activa a los receptores
mencionados. (39, 42, 45).

Ademas de la via de sefalizacion mediada por VEGFs y sus receptores, recientes
hallazgos proponen otras vias linfangiogénicas como las que involucran Ang-2 en carcinomas
mamarios en mujeres, FGF-2, HGF, IGF-2 en otros carcinomas y PDGF-BB en fibrosarcomas
murinos (117).

La linfangiogénesis ocurre en tejidos en desarrollo y en procesos patolégicos como

inflamacién, curacion de heridas y linfedema (39, 42, 45).



Se documenté la relacion de la sobreexpresion del VEGF-C y la densidad de vasos
linfaticos con el incremento en la frecuencia de metastasis en varias neoplasias humanas,
como los carcinomas mamario, colénico, gastrico, pulmonar, tiroideo y prostatico. La formacion
de la red linfatica intratumoral promueve las metastasis porque incrementa las posibilidades de
intravasacion (44, 47, 49, 52).

La sobreexpresion del sistema VEGF/VEGFR esta asociada a la progresion tumoral en
varios tumores (43, 94, 111). En cultivos de células de melanomas, la angiogénesis y el
crecimiento tumoral se inhiben mediante el bloqueo del Flk-1 (98). Existe asociacion entre la
expresion de Flt-4 y sus ligandos y la capacidad metastasica de varias neoplasias del humano
(39, 47, 49).

La comprension completa del sistema VEGF/VEGFRs es crucial en la optimizacion de
la terapia antiangiogénica como componente de protocolos antineoplasicos (111).

El rol de los VEGFs en la angiogénesis mediante la activacion de sus receptores en los
endotelios esta bien establecido. A partir de 2001 comenzaron a publicarse articulos en los
que se informaba la deteccién de Flt-1 y Flk-1 y sus co-receptores en las células de tumores
tales como carcinomas pulmonares (excepto el de células pequenas), prostaticos, mamarios y
melanomas y en los vasos adyacentes a los mismos, sin que se postulara una explicacion para
este fendmeno, temiendo que se tratase de falsos positivos de la técnica IHQ. La evidencia
emergente sugiere que el VEGF podria desempefiar roles adicionales a través de tales
receptores. La hipétesis actual propone la existencia de un mecanismo autocrino en el
crecimiento de las células tumorales suponiendo que los receptores hallados fueran activos y
activaran el patrén de senfalizacion via TK y efectos rio abajo, cuyo ultimo efecto seria sobre el

fenotipo y funcion de las células (78, 79, 87, 100, 103).



Conceptos sobre desarrollo

y anatomia mamaria

El complejo mamario de la perra, formado por una mitad derecha y una izquierda separadas
por un surco mas o menos pronunciado segun la region, se extiende desde la region esternal
hasta la inguinal, donde el surco intermamario es profundo. De cada lado se desarrollan cinco
mamas, denominadas toracica craneal, toracica caudal, abdominal craneal, abdominal caudal
e inguinal (118).

Las mamas se desarrollan a partir de engrosamientos del ectodermo. Los brotes
comienzan a extenderse en el mesénquima que los rodea y a formar un sistema de cordones
ramificados que permanece quiescente como rudimento. El desarrollo continda en la vida
posnatal, durante la pubertad, cuando por estimulo hormonal ocurre crecimiento significativo
de los conductos a partir de los brotes terminales (BTs), estructuras especializadas
constituidas por dos tipos celulares diferentes, unas internas y otras externas (o de capucha)
que luego originaran a las células luminales y basales, respectivamente, ademas de células
madres que se encuentran entre las células de capucha. Su diferenciacién se produce por la
sefializacién mediada por Notch, Hedgehog y BMPs (10).

Histologicamente, se la clasifica como una glandula exocrina tubuloalveolar compuesta.
Los grupos de alvéolos y ductos forman lobulillos separados por septos de tejido conectivo. El
conjunto de lobulillos forma un lébulo glandular. El primero de un sistema de conductos por el
que se vehiculiza la secrecion es el conducto intralobulillar que drena hacia el lobulillar. Los
conductos lobulillares confluyen y forman conductos lactiferos, en nimero de 7-16 que, en la
perra, desembocan separadamente en los orificios papilares situados en el vértice de la papila
0 pezon. El tejido intersticial proporciona sostén y constituye un medio para la comunicacion
celular. En él se encuentran vasos sanguineos, vasos linfaticos y nervios. El tejido conectivo
intralobulillar consiste en fibras colagenas laxamente distribuidas en una matriz de

glicosaminoglicanos acidos, con fibroblastos, ocasionales macrofagos y linfocitos, y sin células



adiposas. La vascularizacién es bastante abundante, en comparacion con el tejido interlobular,
que ostenta mayor proporcion de fibras de colageno y es relativamente hipocelular (119, 120).
La unidad ducto-alveolar esta constituida por cuatro tipos celulares: células madre, células
epiteliales ductales, células epiteliales alveolares (epitelio secretor, llamadas también células
luminales) y células mioepiteliales (o basales). Las primeras son células madre somaticas que,
si bien no son totipotenciales, tienen capacidad de auto-renovacion y retienen su potencia para
originar diferentes linajes, en este caso, las tres células maduras antes mencionadas (9).
Recientemente, el éxito en el hallazgo de las células madre y de los factores de transcripcion
especificos de los diferentes linajes ha permitido una mayor comprension del control de la
determinacion y diferenciacién celulares. Un ejemplo es la via de sefalizacion del gen Notch:
mientras la expresion de Notch-3 determina diferenciacion a células luminales, su bloqueo
lleva a diferenciacion mioepitelial (121).

Las células epiteliales luminales se disponen en una capa unica y su altura depende de
la actividad secretora. En fase de actividad, la luz del alvéolo se colapsa parcialmente y el
borde apical celular se vuelve irregular. Estas células llevan adelante dos diferentes tipos de
secrecion: merocrino para la secrecion de micelas proteicas y apocrino en el caso de la
secrecion lipidica. En un corte histolégico pueden observarse lobulillos en varias fases de
actividad (120).

Las células mioepiteliales son fusiformes y se encuentran orientadas paralelas al eje en
los conductos, formando una capa continua. Las mioepiteliales alveolares son estrelladas y se
encuentran yuxtapuestas a las células epiteliales secretoras, interpuestas entre ellas y el
estroma (122, 123). Se trata de verdaderas células epiteliales que apoyan sobre una lamina
basal, establecen uniones adherentes y poseen filamentos intermedios formados por
citoqueratinas. Durante la vida posnatal, y mediada por vias que involucran EGFs, Wnt y
TGFs, se diferencian al sintetizar abundantes microfilamentos, proteinas contractiles
especificas de musculo liso, y organizar placas densas (122). Durante afos se sostuvo el

concepto erréneo acerca de que su rol en la fisiologia mamaria estaba confinado a la funcién



contractil (123, 124, 125). Se considera que las células mioepiteliales contribuyen a la sintesis
y remodelacion de la lamina basal (122, 123, 124, 126). Ademas, pueden ejercer efectos
paracrinos importantes en el epitelio glandular y controlar muchos aspectos de la
diferenciacion de las ceélulas luminales, como la polaridad apicobasal, el flujo de fluidos y
electrolitos y la respuesta a sefiales endocrinas o paracrinas, tanto durante el desarrollo como
en fendmenos patologicos (123, 124). Un mediador importante de la comunicacion entre

células luminales y basales seria el FGF2, secretado por estas ultimas (122).

Incidencia del cancer.

Neoplasias mamarias en distintas especies



Durante 2005, mas de 7.000.000 de personas murieron de cancer en el mundo (sobre 58
millones de fallecimientos). En Argentina, en el mismo afo, 63.000 personas murieron debido
a esta enfermedad. Aproximadamente el 50 % de ellas era menor de 70 afos (127). Se
proyecta que para 2020 habria un 50 % de incremento de nuevos casos. Sin embargo, el
Informe Mundial de Cancer provee clara evidencia que un tercio de los tumores podria
prevenirse mediante accidon sobre los factores de riesgo (evitar el estimulo iniciador y anticipar
las complicaciones y las secuelas de la enfermedad) y, otro tercio, curarse (128). Esto es el
resultado de décadas de investigacién basica y aplicada.

La neoplasia mas frecuente en la mujer en todo el mundo es el cancer mamario (so6lo el
1 % de los casos ocurre en hombres). Anualmente se diagnostican alrededor de 1.000.000 de
nuevos casos en el mundo y 46/100.000 en Argentina, segun datos de 2002 (127). En EE.UU.,
durante la década del 50°, una de cada veinte mujeres desarrollaba este tumor. Actualmente,
se estima que una de cada ocho lo padece. Entre las portadoras de neoplasias, los tumores
mamarios constituyen la primera causa de metastasis a distancia y de muerte (129).

El cancer también es una gran preocupacién entre los propietarios de animales de
compania. Si bien en los ultimos afios se han logrado avances significativos en el area de la
oncologia veterinaria, las neoplasias continlan siendo la primera causa de muerte de los
perros gerontes (5, 130, 131).

Estudios realizados en EE.UU., Canad4, lItalia, Reino Unido, Suecia y Noruega
informaron tasas de incidencia de neoplasias malignas en caninos, independientemente del
sexo, de entre 380 y 950 cada 100.000 perros (132, 133, 134, 135). Una seria limitacién en la
rigurosidad de los estudios de incidencia en caninos es la dificultad para estimar el tamafio de
la poblacion base y sus caracteristicas de sexo y edad. Ademas, algunos de estos estudios se
realizaron en poblaciones de caninos asegurados, que probablemente difieren en varios
aspectos, tanto de la poblacidon general de esos paises como de las poblaciones caninas de

otros (133, 134).



En las perras, los tumores mamarios son las neoplasias espontaneas mas comunes y
constituyen alrededor de 50 % del total. Existen discordancias entre las bases de datos de
distintos paises, entre otros motivos, por las diferentes costumbres referidas a la integridad
sexual de las mascotas. En los EE.UU. la incidencia ha decrecido por la practica comun de la
ovariohisterectomia temprana (136, 137, 138), mientras que en paises europeos,
hispanoamericanos o asiaticos con alta proporcién de hembras intactas, llega a 53,3 % (132,
133, 134, 139, 140, 141, 142).

En las gatas la prevalencia es menor, pero existe mayor proporcion de tumores
malignos (136, 137, 143).

El cancer mamario se ha descripto en todos los grupos taxondémicos, tanto de
mamiferos domésticos como salvajes (de vida silvestre o en cautiverio). Se consideran
frecuentes particularmente en canidos, félidos, mustélidos y, en menor medida, ursidos.
También se describieron en vivérridos, cetdceos y carnivoros marsupiales en cautiverio.
Existen muy escasos datos referidos a ejemplares de vida silvestre (de las mismas familias y
ordenes), a excepcion de algunas especies monitoreadas por peligro de extincién, como el
guepardo (Acinonyx jubatus), en la que no se informaron casos de neoplasias mamarias. La
frecuencia es despreciable en ungulados, especialmente en el orden Artiodactyla. Estas
diferencias permiten especular acerca del rol de la dieta y de otras variables del ambiente en el
desarrollo de tumores, por ejemplo el manejo reproductivo (como la contraconcepcién) en el
caso de mascotas o ejemplares en cautiverio (144, 145). Se describieron similitudes clinicas,
histologicas y de perfiles moleculares entre las neoplasias mamarias de la especie humana y
de otros mamiferos estudiados. Estas similitudes abarcan diversos parametros como la tasa
de incremento de incidencia segun la edad, las mutaciones en BCRA-1 y p53 vy la
sobreexpresion de c-erbB-2, entre otras (144, 146, 147).

Otras neoplasias de caninos como los carcinomas prostatico, vesical y 6seo se
consideran modelos utiles de sus contrapartes en humanos por diversos motivos, como las

similitudes farmacocinéticas de ciertas drogas en ambas especies (cisplatino, carboplatino,



doxorrubicina, piroxicam). Ademas, cuando muchas mujeres ingresan a ensayos clinicos ya
han desarrollado resistencia multiple a drogas, a diferencia de las perras que, generalmente,
no han recibido tratamientos quimioterapicos previos. Asimismo, la alta frecuencia de
neoplasias mamarias espontaneas en las perras les confiere ventajas sobre otros modelos en
que los tumores son, generalmente, inducidos de manera experimental (148).

Actualmente, las displasias mamarias de la perra estan siendo estudiadas como posible
modelo para las de la mujer, debido a su semejanza morfolégica (147). Ademas, los estudios
comparativos entre humanos y sus mascotas son de utilidad ya que estas ultimas, debido a
que comparten el medio ambiente y tienen un ciclo de vida menor, son posibles centinelas de
los riesgos a los que los humanos se exponen (144, 146, 148). En un estudio se encontré una
frecuencia significativamente incrementada de propietarias de perros entre mujeres con cancer
de mama comparadas con un grupo control (de edad ajustada), observacion que les permitié a
los autores especular acerca de la posibilidad de que el perro fuese portador de algun factor de
riesgo para humanos respecto del cancer de mama, como el virus del tumor mamario murino

(MMTV) (149).

Neoplasias mamarias en los caninos.

Generalidades



Los tumores mamarios en animales domésticos se diagnostican mediante inspeccion y
palpacion. Pueden constituir el motivo de consulta o ser un hallazgo incidental durante el
examen fisico (138, 140).

El promedio de edad en el momento del diagndstico clinico es de entre nueve y diez
afnos. Son raros en perras menores de cinco afos (136, 137, 138). La incidencia asciende de
62/100000 a 561/100000 en perras de 3-5 anos y de 9-11 afos, respectivamente (135).

Algunas razas se encuentran predispuestas a padecer carcinomas mamarios con
mayor frecuencia: boxers, english springer spaniels, dachshunds, poodles, cocker spaniels,
Yorkshire terriers, malteses, pointers, fox terriers y ovejeros alemanes (134, 142, 150, 151). En
boxers, english springer spaniels y dachshunds el promedio de edad al diagndstico es menor
que en el resto (7,9 afios) (151). Si bien la mayor frecuencia de tumores mamarios en las razas
pequenas, la proporcién de neoplasias malignas es menor (142).

La frecuencia de neoplasias mamarias en machos es baja (136, 138, 140). Saba y sus
colaboradores describieron recientemente ocho casos (con una edad promedio de 11,5 afios).
Siete de ellos fueron benignos y todos resultaron LN (-). Los autores estimaron, a partir de
datos propios, que las hembras tienen 62 veces mas probabilidades de desarrollar neoplasias
mamarias que los machos (OR= 62) (152).

La mayor parte de las pacientes portadoras son hembras enteras u ovariectomizadas
luego del segundo celo (138, 140). Los estrégenos y la progesterona juegan un rol crucial en el
desarrollo de la glandula mamaria canina y estan implicadas en la progresién tumoral en esta
especie (139, 153, 154). Se constatd una supervivencia mas larga en pacientes
ovariectomizadas menos de dos afnos antes del diagndstico y extirpacion de la neoplasia, que
en aquellas hembras enteras o con ovariectomia anterior a ese periodo (139). Las perras que
fueron tratadas con progestinas tienen un riesgo dos veces mayor de desarrollar neoplasias
mamarias que aquellas que no recibieron tratamiento (153). Estas hormonas actuan, entre
otros mecanismos, mediante la induccion de la secrecion de la hormona de crecimiento por

parte del epitelio mamario, y la consecuente liberacién de /GF-l, local o sistémica. Tanto la



hormona del crecimiento como el IGF-I actian como GF locales estimulando la proliferacion
celular en las neoplasias mamarias (154).

Las mamas abdominales caudales e inguinales son las de mayor desarrollo en cada
ciclo y las mas propensas a desarrollar desordenes proliferativos (140). Las neoformaciones
pueden ser unicas o multiples; estas ultimas se originan de manera simultanea o sucesiva, en
la misma u otra mama, y usualmente son nodulares. Su evolucion, generalmente, ocurre de
semanas a meses y el tamafo tumoral varia ampliamente (137, 138, 140).

Desde el punto de vista clinico, las masas que se presentan con crecimiento rapido,
ulceracion, fijacion a la piel y tejidos subyacentes se consideran malignas. Los pacientes
suelen sufrir linfoadenomegalia, emaciacion y disnea. Las lesiones pequefias, de crecimiento
lento, circunscriptas, que no comprometen tejidos circundantes, se consideran benignas
(neoplasias benignas o procesos hiperplasicos o displasicos) (155).

Las metastasis habitualmente siguen la via linfatica. Las células tumorales también
pueden alcanzar los vasos sanguineos, invadiéndolos directamente o a través del conducto
toracico (137). La invasion linfatica ocurre principalmente en la periferia del tumor. Si bien el
drenaje linfatico del tejido mamario canino es complejo, se considera al LN axilar como
regional para las mamas toracicas y abdominales craneales (aunque la linfa proveniente de las
mamas toracicas craneales también puede llegar al LN cervical superficial). Los LNs inguinal
superficial (mamario) e iliaco medio se consideran regionales para las mamas abdominal
caudal e inguinal (118). Mediante linfografia se demostrdé que la mama abdominal craneal (el
3° par) drena habitualmente hacia ambos LNs (axilar e inguinal superficial), en escasas
ocasiones solo al axilar y muy raramente solo al inguinal superficial. Ademas, pudo
determinarse que si bien los vasos Infaticos que drenan mamas de ambas cadenas se
encuentran en intima aposicién, no hay comunicaciones entre ellos (156). Las metastasis en el
LN pueden producir linfoadenopatia (linfoadenomegalia, fijacién a tejidos circundantes y/o
cambio de consistencia). Cuando se realiza la mastectomia de glandulas abdominales e

inguinales esta indicada la extirpacion del LN inguinal superficial. EI LN axilar, en cambio, solo



se extirpa en caso de linfoadenopatia. Raramente se producen metastasis en LN distantes sin
haber antes afectado a los regionales (131, 136, 157). Las células tumorales aisladas o en
grupos pueden quedar atrapadas en los LNs (la situacion mas frecuente en humanos y
caninos) o pueden proseguir circulando y originar metastasis distantes; a esta condicién se la
denomina “salteo o elusion” de metastasis (skip o bypass metastasis) (137, 158). Es el caso de
la mayoria de los tumores mamarios murinos, que desarrollan metastasis en los pulmones
(56).

Las metastasis pulmonares pueden ser nodulares, difusas, radiadas o linfangiticas. En
perros, el tiempo de duplicacidon de las metastasis pulmonares varia entre 8 y 31 dias. Otros
sitios de metastasis suelen ser el higado, el cerebro y los huesos (estos ultimos 6rganos
menos explorados). Es improbable que se produzcan metastasis en otros 6rganos sin que
también hayan ocurrido en el pulmén (137). A partir de las masas pulmonares suele haber
implantacién en las pleuras (metastasis trascelomica). En perras con carcinomas mamarios,
las metastasis pulmonares (para las que, actualmente, no se ofrecen alternativas quirurgicas)
constituyen las causas habituales de muerte y la indicacion mas frecuente para la eutanasia
(157).

El estudio radiografico (con varias incidencias) sigue siendo el procedimiento estandar
de diagnostico de la enfermedad pulmonar metastasica. Las radiografias convencionales
pueden detectar lesiones pulmonares de entre 5 y 8 mm de diametro. Las lesiones menores
pueden evidenciarse mediante tomografia computada, procedimiento que, en la actualidad, no
es de rutina en medicina veterinaria (131, 138).

El porcentaje de metastasis pulmonares ya detectables en el momento del diagndéstico
era de alrededor de 35 % hace unos treinta afios. El mayor cuidado de los propietarios, entre
otras causas, ha llevado a la deteccién mas temprana de la enfermedad y estos valores
descendieron hasta un 6 % (138).

Las pacientes con enfermedad metastasica avanzada habitualmente presentan signos

sistémicos como letargia, fatiga y pérdida de peso. Otra consecuencia del fenotipo maligno son



las recidivas del tumor tras la remocion quirurgica que indican que dicho procedimiento no
eliminé la totalidad del tejido tumoral, ya sea debido a una técnica incorrecta o bien a un alto
grado de infiltracion tumoral. Esta ultima situacion suele ocurrir dentro de los 6 meses de
realizada la cirugia y se asocia a un prondstico muy desfavorable (136, 157).

En un estudio reciente, el 58 % de las pacientes analizadas presentaron recurrencias
en menos de un afo luego de la cirugia, con una alta correlacion entre la malignidad de la
primera neoformacion y la de la segunda. El TH del primer tumor no tuvo asociacién con el
tiempo hasta la recurrencia (159).

Aunque se han realizado numerosos intentos para desarrollar métodos bioquimicos,
radiograficos e inmunoldgicos para el diagndstico de la enfermedad neoplasica, el Unico
procedimiento confiable y aceptable para el diagndstico es el examen microscopico de las
neoformaciones y los LNs regionales (158). Este analisis continda siendo el “estandar de oro”
desde hace mas de 140 afos en diagndstico oncolégico (155). Mediante el estudio
histopatoldgico es posible clasificar a la neoplasia, conocer algunos datos referidos a su
extension local y estadificar al paciente de manera de evaluar la salud general y determinar la
diseminacion del tumor. Este analisis también permite la descripcion de diversas
caracteristicas histoldégicas que se presume tienen, en mayor o menor medida, valor
prondstico.

Los informes acerca del porcentaje de neoplasias mamarias malignas de caninos sobre
el total de tumores de la especie son discordantes: autores que consideran datos limitados a
los EE.UU. informan entre 30 y 40 % (136, 137, 138, 155), en tanto que los que incluyen
resultados de relevamientos en paises europeos informan porcentajes de entre 40 y 74%.
(132, 133, 134, 140, 141, 159). Itoh y sus colaboradores informaron que, en los estudios
realizados en Japodn, el porcentaje de neoplasias malignas oscila entre 34 % y 93 % (142). La
proporciéon de estas neoplasias que ya habian desarrollado metastasis en el momento del
diagnostico varia entre 1/2 a 1/10 (155). La mayor parte de las metastasis son diagnosticadas

menos de un afio luego del diagnéstico del tumor primario (138).



Excepto para el carcinoma mamario inflamatorio, cuando se llega al diagndstico
presuntivo de neoplasia mamaria el tratamiento quirdrgico es el de eleccion, siempre que el
animal presente buen estado general y los métodos complementarios no revelen metastasis a
distancia (131, 136, 160, 161). Sin embargo, la alta tasa de mortalidad de las pacientes
portadoras de neoplasias mamarias luego de su reseccién quirurgica demuestra que esa
intervencion continta siendo insatisfactoria (159). La extensién del procedimiento quirdrgico no
influye en la supervivencia de las perras (131, 162).

No hay actualmente lineamientos aceptados para perras que requieren terapia
adyuvante y existen pocos informes que relaten el éxito con terapia sistémica (131, 161). Se
han realizado ensayos exitosos in vitro con carboplatino, cisplatino y ciclofosfamida, pero no
hay estudios clinicos adecuados que documenten la eficacia de estos farmacos en caninos. En
grupos pequefios de perras se llevaron adelante ensayos que tuvieron como resultado un
aumento de la supervivencia de las pacientes tratadas con 5-fluorouracilo, doxorrubicina o
ciclofosfamida, con respecto a aquellas tratadas solo mediante reseccién quirurgica (163, 131).
Con el uso de tamoxifeno los resultados fueron variables, ya que muy pocos carcinomas de
perras expresan REs. Ademas, surgieron complicaciones durante los ensayos por los efectos
colaterales observados. Los ensayos con inhibidores de tirosin-quinasas se encuentran en
fase |. La terapia radiante no fue comunicada en el tratamiento de neoplasias mamarias
caninas. La inmunoterapia ha sido desalentadora (131).

En la poblacion general, sin sesgo por raza, el porcentaje de perras vivas dieciocho
meses luego del diagnostico varia entre 50 y 90 % (164, 165). La supervivencia a dos afios
oscila entre 25 a 40 % (136, 138, 140), 54 % (166) y 75 % (142, 165). En una muestra de
pacientes de razas pequefas el 94 % de las perras se encontraba viva 2 afios pos diagnéstico

(142).



Clasificaciones de las neoplasias mamarias

Existen diferentes criterios de clasificacion para las neoplasias mamarias: 1- las células/tejidos

de origen (histogenético), 2- la estructura histoldgica de origen (alvéolos, ductos) y el patron de



crecimiento (morfolégico descriptivo), 3- el comportamiento biolégico (prondstico) y 4- el perfil

genético.

1- La biologia del epitelio mamario es compleja y los diferentes compartimientos celulares que
originan neoplasias no estan completamente definidos. La coexpresion de filamentos
intermedios podria sostener la hipdtesis del origen de las neoplasias a partir de células madres
mamarias (167). Es dificultoso establecer una clasificacién histogenética porque el tipo celular
de origen muchas veces es incierto y existe controversia acerca del rol del mioepitelio en el

origen de algunos tumores (155).

2, 3- La clasificacion vigente entre 1974 y 1999 para los caninos (168) era absolutamente
descriptiva e innecesariamente compleja, seguin Moulton (169). Basada en ella se estructuro,
por ejemplo, la clasificacién del CRHL (Laboratorio Colaborativo Radiolégico de Salud) de la
Universidad de Colorado, en la que se basaron trabajos de supervivencia posmastectomia
como el de Benjamin y colaboradores (170). A excepcion de los articulos anteriores a 1999 y
de escasos trabajos posteriores llevados a cabo en Polonia y Taiwan, existe consenso en
medicina veterinaria en no utilizar el término “adenocarcinoma” ni la nomenclatura utilizada en
clasificacién de cancer de mama en humanos (158) de neoplasias “lobulillares” o “ductales”
(137, 155). La clasificacion actual (Organizacién Mundial de la Salud -OMS-, 1999) se basa en
aspectos morfoldgicos que han sido simplificados y ha reclasificado las neoplasias mas
comunes en funcién de un grado creciente de malignidad, a la luz de los resultados de
estudios realizados en el periodo, de manera que puede considerarse descriptiva-prondstica

(155) (tabla 1).

Tabla 1. Clasificacion de las neoplasias mamarias de los caninos segun el tipo histolégico
(Organizacién Mundial de la Salud, 1999).

Benignas
- Adenoma (simple, complejo, basaloide)



- Fibroadenoma de baja o alta celularidad
- Tumor mixto benigno (con diferenciacion epitelial luminal y mesenquimatica)
- Papiloma ductal
Malignas
- Carcinoma in situ (no infiltrativo)
- Carcinoma complejo (células anaplasicas con diferenciacion epitelial luminal y
mioepitelial)
- Carcinoma simple (células anaplasicas con diferenciacion epitelial luminal, con diversos
patrones de crecimiento)
- tubular-papilar
- s6lido
- anaplasico
- Tipos especiales de carcinoma (de células fusiformes, de células escamosas -CCE-,
mucinosos, ricos en lipidos)
- Sarcomas (fibrosarcomas, osteosarcoma, otros.)
- Carcinosarcoma (células anaplasicas con diferenciacién epitelial luminal
y mesenquimatica)
Tumores no clasificados

Debido a las diferencias entre los métodos de diagndstico clinico entre las medicinas
humana y veterinaria (en particular la indicacion de las mamografias regularmente -en
ausencia de signos- en mujeres susceptibles), muchas neoplasias mamarias de mujeres miden
escasos milimetros, en tanto que practicamente todas las muestras que se analizan en
laboratorios de patologia veterinaria provienen de masas palpables y hasta visibles. Esto
genera una menor frecuencia de hallazgos de lesiones incipientes o “borderline”, 1o que reduce
la complejidad caracteristica de la clasificacién para cancer de mama en humanos.

La graduacién de la malignidad y el pronéstico de la neoplasia basados en los factores
clinicopatolégicos (tamafo y localizacién del tumor, tipo histolégico -TH-, presencia de
metastasis en los LNs regionales) han sido largamente reconocidos. Sin embargo, a menudo
no son suficientes para predecir con cierta precision el pronéstico y la respuesta al tratamiento.
En gran cantidad de neoplasias en caninos se han registrado ciertas inconsistencias entre las

caracteristicas histopatoldgicas y el comportamiento biolégico (171).



4- En los ultimos, afos el estudio del patron de expresion de miles de genes mediante
micromatrices de tejidos permitio clasificar a estos tumores en: basal, c-erbB-2 (+), tipo mama
normal, luminal A, luminal B y luminal C, con diferencias significativas en la supervivencia
(mejor prondstico para el luminal A). Los datos epidemiolégicos acumulados sugieren que los
diferentes tipos de cancer mamario, segun su perfil genético, tienen diversos factores de
riesgo, lo que resulta en distintas vias patogénicas (por ejemplo, los portadores de mutaciones
con alta penetrancia en BCRA-1 tienen mayores probabilidades de desarrollar neoplasias del

tipo basal, negativos para RE, RP y HER-2, con limitadas opciones terapéuticas) (172).

Marcadores tumorales y pronéstico.

Antecedentes en medicina humana y valor pronéstico en caninos

Se llaman marcadores tumorales a las sustancias detectables en tejidos tumorales o en fluidos
corporales de pacientes con neoplasias. Segun su origen, pueden ser sintetizados por las
propias células tumorales o por otras, inducidas por ellas. Estas moléculas se clasifican en:

moléculas nuevas, moléculas conocidas pero expresadas en forma ectépica, en cantidades



anomalas o en momentos del desarrollo diferentes del habitual y moléculas conocidas pero
estructuralmente alteradas (incompletas o con alteraciones conformacionales). Idealmente,
estos marcadores deberian reunir las siguientes caracteristicas: ser producidos mientras el
tumor esta presente, ser especificos del tumor o el 6rgano, ser detectables en todos los
pacientes con el mismo tipo de tumor (preferentemente en estadios tempranos) y tener una
concentracion paralela al crecimiento de la masa tumoral 0 a alguna caracteristica asociada a
la progresion (25, 173).

Estos marcadores se analizan en distintos muestras: tejido tumoral (histopatologia,
tinciones especiales, IHQ, micromatrices de tejidos, hibridacién in situ -ISH-), fluidos o células
aisladas, tales como raspados de la mucosa oral o linfocitos (para aislamiento de ADN). A
partir tanto de tejidos como de fluidos pueden realizarse, por diferentes técnicas, analisis
gendmicos, protedmicos o del metaboloma. En el ADN pueden detectarse mutaciones de
punto, inestabilidad microsatelital, expresion anémala de genes de reparacion, alteraciones
epigenéticas, translocaciones o amplificaciones. La RT-PCR para ARN permite encontrar
cantidades elevadas de, por ejemplo, ARNm para el antigeno carcinoembrionario (CEA), en
micrometastasis de cancer de colon. El hallazgo de determinadas proteinas o metabolitos
puede caracterizar un tipo tumoral o ser informativo con respecto a la progresion del tumor,
ente otras posibilidades. Todos estos resultados deben interpretarse luego a la luz de los
hallazgos clinicos, considerando la complejidad del organismo en estudio. Los objetivos del
uso de los marcadores son: predecir la susceptibilidad de un individuo a un tumor en particular
(BRCA-1y 2 en cancer de mama familiar), establecer o confirmar un diagnostico (paneles para
melanomas, a-feto proteina para neoplasias hepaticas, PSA para carcinomas prostaticos),
asignarles un grado de acuerdo a su agresividad y riesgo metastatico, mejorar la clasificacion
(tumores linfoideos segun sus CDs, clasificacion de tumor de mama por micromatrices de
ADN), lograr una mejor estadificacion (deteccion de micrometastasis -mediante anticuerpos
especificos, citometria de flujo, PCR-), dar informacion prondstica, monitorear la enfermedad

en curso (deteccién de células tumorales circulantes), establecer o dirigir la terapia al predecir



la sensibilidad o resistencia del tumor, monitorearla (antigeno CA-125 para seguimiento del
cancer de ovario) o estudiar la biologia de un tumor para aplicaciones posteriores (25, 171,
173).

Entre los marcadores tumorales, los marcadores de prondstico son las moléculas
capaces (en el momento del diagndstico o de la cirugia y en ausencia de terapia adyuvante) de
dar informacién sobre la evolucién clinica que tendra el paciente. El objetivo es asociar el
marcador con el tiempo libre de enfermedad y de supervivencia global. Estos marcadores
contribuyen a seleccionar grupos de pacientes con tumores cuyo comportamiento bioldgico
sera mas homogéneo. De esta manera podran identificarse pacientes cuyo pronéstico es tan
bueno que la terapia adyuvante (luego de la cirugia) no justifica ni el riesgo ni el costo para el
paciente e identificar pacientes cuyo pronéstico es tan pobre que la terapia adyuvante, aunque
agresiva, lo beneficiaria. Los marcadores predictivos son moléculas utiles para seleccionar
pacientes con alta probabilidad de responder exitosamente a un tratamiento determinado (e;j:
marcadores hormonales para la terapia de ablacién endocrina).

Para el prondstico en cancer de mama, los marcadores (y otras caracteristicas) se
clasifican en categorias: 1- los que han demostrado tener importancia prondstica y utilidad en
el manejo clinico de los pacientes (estadificacion TNM -considera tamano y diseminacion-, tipo
histolégico, receptores hormonales, grado histolégico, recuento de figuras mitéticas) 2-
aquellos cuyo valor necesita ser demostrado con mayor numero de pacientes o tiempo de
seguimiento mas prolongado, como los marcadores de proliferacion, c-erbB-2 (HERZ2), la
invasién de vasos sanguineos y linfaticos por células neoplasicas, la expresion de p53 y 3-
aquellos cuyo valor no se ha demostrado, como los marcadores de angiogénesis, la expresion
de proteasas y su inhibidores, las moléculas de adhesién (CD44, integrinas, cadherinas), las
moléculas de la ECM (fibronectina, laminina), la expresion de oncogenes y de sistemas
GFs/GFRs, la expresion de Bcl-2, las micrometastasis en la médula 6sea, la ploidia de ADN y

la catepsina D, entre otros (173).



En medicina humana, en funcién de las caracteristicas clinicas y los resultados de los
marcadores encontrados en un paciente, se determina la conducta terapéutica a seguir, segun

criterios establecidos por convencién.

Consideraciones acerca de algunas variables prondsticas

SISTEMA TNM

El sistema de estadificacion utilizado para los tumores mamarios en medicina humana fue
adoptado en 1989 por el Comité Americano en Cancer (AJCC) y la Union Internacional Contra
el Cancer (UICC) (158) y actualizado periddicamente. En 2002 se introdujo la ultima
modificacion (158 bis). La estadificacion se basa en el sistema TNM. Esta sigla deriva de los
términos: tamafo del tumor (T), estado del linfonddulo regional (N) y metastasis a distancia

(M). A partir del TNM se asigna el estadio del paciente del | al V, en orden de mejor a peor



pronéstico. El estadio | es el que se asocia a un mejor prondstico. La designacién TNM se
utiliza para la clasificacién clinica, en tanto que pTNM es la sigla que se refiere a la
estadificacion anatomopatoldgica. El término pN (en humanos) se ajusta segun se detecten
células aisladas o grupos pequefios (< 0,2 mm), micrometastasis (0,2 > 2mm) o
macrometastasis y también en funcién del nimero de ganglios y nivel de la axila involucrados,
y de la utilizacion de técnicas de IHQ o moleculares (158 bis). El sistema TNM vy la
consecuente estadificacion que se aplican en medicina veterinaria se presentan en la tabla 2.
Existen varias diferencias entre el sistema TNM utilizado en patologia humana vy el utilizado en
patologia veterinaria. Las mas importantes se relacionan con el significado de los términos T4,
T4, pN4, N2 6 N3, entre otras (158). En general, en medicina veterinaria el TNM es posquirurgico

(157).

Tabla 2. Sistema TNM y estadificacion de las pacientes utilizados en medicina veterinaria.

T: Tumor primario (tamafo)
T2 <3cm
Ty: 3-5cm
Ts: >5cm
N: Estado del linfonddulo regional
No: sin metastasis
N+: metastasis presentes
M: Metastasis a distancia

Mo: no existen metastasis detectables
M;: metastasis detectables

Tabla 2 (continuacion)



Estadio T N M
| 1 0 0
| 2 0 0
1l 3 0 0
v cualquier T 1

El significado prondstico de esta forma de estadificacion se discutird desglosando sus

términos.

Tamaiio

En mujeres se ha informado acerca de una relacién lineal entre el tamafo tumoral y las
metastasis al linfonddulo (174, 175). La relevancia del tamafio tumoral como factor pronéstico
en perras es variable (137). Algunos autores no encontraron diferencias notables en la
supervivencia a dos anos de perras con distinto tamafio tumoral (166), mientras que otros

hallaron relacion entre este parametro y la supervivencia a 18-24 meses (142, 162, 176, 177).

Estado del linfonédulo

Existen diferentes métodos para estimar el estado del LN en relacién con el desarrollo de
metastasis. Aun con la utilizacion de diagndstico por imagenes en mujeres, esta establecido
que la estimacion clinica del estado del LN puede dar lugar a 30 % de falsos positivos y

40 % de falsos negativos (158, 178). Los habituales en medicina veterinaria son el examen
fisico y el estudio histopatoldgico luego de la reseccion del tumor y del LN satélite. Si bien
lentamente se van produciendo progresos en la evaluacién clinica de las perras con tumores
mamarios (TM), actualmente los linfonddulos regionales son remitidos para estudio
histopatolégico solo en una proporcion relativamente baja de los casos (138). Pueden

realizarse aspiraciones con aguja fina (AAF) o con aguja gruesa del tipo Tru-Cut® (core-



biopsia), pero esta ultima no es habitual en la practica clinica. En un estudio en 44 animales
con diversas neoplasias sdlidas, la AAF resulté de mayor sensibilidad (ss) y especificidad (sp)
(100 % y 96 %, respectivamente) que el examen fisico y la puncién con aguja gruesa (179).

La tincion histolégica de rutina con hematoxilina y eosina (H-E) no siempre permite la
deteccién de micrometastasis ocultas (MMO) (47, 158, 180). Las células tumorales
transformadas pueden presentar un aspecto similar a histiocitos, células inflamatorias o
reactivas. Por el contrario, las técnicas de PCR e IHQ han demostrado una gran sensibilidad
para su reconocimiento (47, 180, 181). Los marcadores de mayor importancia en la actualidad
son los anticuerpos dirigidos contra citoqueratinas, que se consideran marcadores superiores
respecto de CEA o EMA (61, 158). Las citoqueratinas forman filamentos intermedios
citosolicos caracteristicos de las células epiteliales normales o neoplasicas. En un estudio de
improntas y AAF de LNs satélites de mamas de caninos con carcinomas, la inmunomarcacion
con anticitoqueratinas de amplio espectro AE1/AE3 resulté de mayor sensibilidad que la
coloracién de rutina (99 % y 88 % respectivamente) y de mayor valor predictivo. La
especificidad no varié significativamente entre ambos (181). Entre el 9 % y el 20 % de los LNs
considerados negativos presentaron micrometastasis cuando se realizé6 inmunomarcacion con
pancitoqueratinas, tanto en humanos como en caninos (61, 62, 178, 182).

En un estudio en caninos, en 65 de 77 LNs considerados negativos se observo
marcacion positiva para citoqueratinas en células compatibles con linaje epitelial. En cuatro de
los 65 casos las micrometastasis también pudieron ponerse en evidencia mediante el examen
de nuevos cortes con H-E (en los cuatro casos se trataba de acumulos de mas de 50 células).
En dicho trabajo se consideraron émbolos a las células Unicas o de a pares (10 de 65). De las
restantes 55, en 49 casos se tratdé de acumulos de menos de 50 células. (183).

En aproximadamente 16 % de las pacientes con LN (-) se constatd recurrencia en
menos de cinco afios. Esta discrepancia entre el estado del LN y la progresion de los tumores
puede atribuirse a que la enfermedad neoplasica pudo haber sido sistémica desde el momento

del diagndstico sin compromiso de los LNs, a que los LNs involucrados pudieran no haber sido



examinados o a que las metastasis en los LNs examinados no hubieran podido ser detectadas.
La obtencion y examen de cortes adicionales permitié detectar hasta 33 % mas de LN (+)
(178).

El estado del LN, junto con el tamafo tumoral, son los predictores mas importantes
relacionados con la supervivencia en cancer de mama en humanos, considerandose
parametros pronosticos de manera independiente y aditiva (44, 45, 174). El prondstico también
esta influenciado por el nimero de LNs afectados, de manera que los pacientes generalmente
se clasifican en las siguientes categorias: 1-3, 4-9 y 10 o mas LNs afectados. El estado del LN
tiene fuerte impacto en la supervivencia de perras con cancer mamario (136, 138, 162).

La importancia del tamafo de los focos metastaticos fue motivo de analisis para varios
investigadores, tanto en mujeres como en perras. En articulos de fines de la década del 70, se
informd peor prondstico para las pacientes con macro vs micrometastasis, e incluso se asimilé
el pronédstico de estas ultimas con las pacientes con LN (-). En estudios posteriores la
controversia acerca de la importancia del hallazgo de micrometastasis continud: mientras unos
autores constataron tiempos de supervivencia similares entre aquellas con micro y
macrometastasis (en ambos casos mucho menores que las pacientes con LNs negativos),
otros no encontraron relacion entre la presencia de micrometastasis detectadas mediante IHQ
y las metastasis distantes o la supervivencia (158, 182, 184). La distincion entre el hallazgo de
micrometastasis y el de células carcinomatosas aisladas en los LNs podria considerarse una
distincion entre LN (+) y LN (-) (pN1mi y pNO i+, respectivamente) y, en ese caso, se
prevendria el “sobretratamiento” de pacientes con escaso compromiso del LN (158 bis, 185).
Segun el estudio de Reed las micrometastasis, pero no las células aisladas, se asociaron con
LN positivos adicionales y menor tiempo hasta la recurrencia (186).

Dentro del grupo de pacientes con LN (+), el prondstico también es influenciado por el
tamano, el grado histolégico (GH), la cantidad y caracteristicas de las regiones organizadoras
nucleolares afines a la plata (AgNORs) y el indice de actividad mitética (IAM), parametros con

los que se informé correlacidon positiva (174, 175, 187, 188). Se encontraron diferencias



significativas en la supervivencia a 5 afios entre pacientes con hasta 3 vs 4 o mas LN (+)
(189). No se hallé correlacion entre el hallazgo de micrometastasis en el LN y en otros érganos
blancos, como la médula ésea (190).

La supervivencia media luego de una recidiva en pacientes LN (=) en el momento del
diagnéstico fue de 42 meses, comparada con los 15 meses en pacientes LN (+) (191). En
estudios de supervivencia global y libre de enfermedad a 20 afios, la positividad del LN resultd
el parametro de mas valor en pacientes T4 y T, si bien no resulté relevante para pronéstico en
neoplasias T3 (174).

Los tratamientos sistémicos pueden mejorar la supervivencia y se ofrecen a los
pacientes con LN (+). En pacientes LN (-) es necesario establecer el equilibrio entre riesgos
(toxicidad asociada) y beneficios del tratamiento, especialmente para el estadio | (T4NgMp).
Dentro de este grupo, es necesario estudiar qué otros parametros sirven para identificar a las
pacientes de peor prondstico que podrian beneficiarse con la quimioterapia adyuvante, ya que

en el 20-30 % de las pacientes con LN (-) aparece recurrencia en menos de 10 afios (175).

Tipo histolégico

Se trata de un marcador de categoria 1. En tanto que algunos autores le adjudican valor
prondstico al TH con respecto a la supervivencia de las perras (155, 162, 166), otros no lo
consideran de esa manera (176, 177).

La clasificacién vigente de la OMS presenta los distintos THs de carcinomas invasivos
en orden creciente de malignidad, de manera que se considera el siguiente continuo:
carcinomas complejos (CC), carcinomas simples (Cs) tubulares, papilares, sélidos y
anaplasicos, tipos especiales de carcinoma (de células fusiformes, de células escamosas -
CCE-, mucinosos, ricos en lipidos) y carcinosarcomas o tumores mixtos malignos (CS)°. La

mayor parte de las neoplasias malignas son epiteliales (carcinomas) (155).

% ho se enumeran aqui los carcinomas in situ ni los sarcomas



Los CC son usualmente lobulados y estan constituidos tanto por componentes
epiteliales luminales como mioepiteliales. Las células “de tipo epitelial luminal” pueden
encontrarse dispuestas segun un patrén tubular, papilar o sélido. Las células fusiformes “tipo
mioepitelio” frecuentemente se organizan con un patrén mas o menos reticular o estrellado. Se
observa cantidad variable de matriz extracelular mucoide y puede observarse metaplasia,
generalmente condroide.

Los Cs estan compuestos por células con diferenciacion exclusivamente epitelial
luminal. En funcién de su patrén de crecimiento y de otras caracteristicas se clasifican en
tubulopapilares (subtipos tubular y papilar), sélidos y anaplasicos. La proporcion de estroma y
las areas de necrosis son variables, y frecuentemente se observan linfocitos peritumorales.

En los CS se reconocen componentes malignos tanto epiteliales como
mesenquimaticos y la metaplasia condroide u osteoide es habitual.

Entre los tipos especiales de carcinoma mamario se encuentran: los carcinomas de
células escamosas (CCE), los mucinosos, los ricos en lipidos y los de células fusiformes. Los
CCE consisten en cordones celulares o grupos celulares compactos con areas de
cornificacion. Habitualmente sus células exhiben marcada atipia. Los carcinomas mucinosos
se caracterizan por la presencia de abundante material de esas caracteristicas, secretado por
las células epiteliales o mioepiteliales. Las células tumorales suelen ser poliédricas con
citoplasma espumoso. El carcinoma rico en lipidos es extremadamente raro y se caracteriza
porque sus células tienen un citoplasma grande, con abundantes inclusiones de lipidos
neutros. En el carcinoma de células fusiformes, éstas se disponen en grupos envueltos por
fibras reticulares; es probable que en algunos casos las células tumorales sean mioepiteliales
(137, 155).

Se han desarrollado tres hipotesis con respecto al origen del cartilago y del hueso en
las neoplasias complejas y mixtas: metaplasia a partir de células epiteliales, a partir de tejido
conectivo propiamente dicho o a partir de mioepitelio (155). Esta ultima hipétesis se sustenta,

entre otros hallazgos, en la demostracién de la proteina morfogenética del hueso-6 (BMP-6) y



sus receptores en algunos carcinomas de humanos como los mamarios y salivares,
predominantemente en células mioepiteliales (192). Las BMPs, miembros de la superfamilia de
los TGF-B, son factores de induccion involucrados durante el desarrollo en la diferenciacion
celular (por ejemplo, de células osteoblasticas y de queratinocitos), la formacion ectdpica de
cartilago y hueso, la inhibicién de la proliferaciéon y la migracién y la induccién de apoptosis,
entre otros procesos (193). La metaplasia escamosa de carcinomas mamarios originalmente
glandulares se explicaria también por la expresién de BMPs (2, 5y 6) (192).

Los carcinomas mamarios que involucran células mioepiteliales son raros en seres
humanos (158). Sin embargo, entre el 2 y el 18 % de los carcinomas ductales muestran
diferenciacién mioepitelial en esta especie. El 50 % exhibe un comportamiento maligno (125).
Se realizaron estudios comparativos entre carcinomas de glandulas salivales de humanos y
carcinomas complejos mamarios de perras, ambos caracterizados por la presencia de
elementos epiteliales y mioepiteliales en un estroma mesenquimatico de constitucién variable,
generalmente mixoide o mixocondroide. También comparten el patrén IHQ caracteristico de
marcacion con citoqueratinas, vimentina, E-cadherinas y S-cateninas (194).

En humanos, se considera que las células mioepiteliales son “resistentes a la
transformacion” por la baja frecuencia de los tumores que las involucran. Esto podria atribuirse
a que se trata de células con poca actividad mitética, en comparaciéon con las luminales. Se
han informado escasas alteraciones genéticas en estas células (125). Ciertas evidencias
sugieren que las células mioepiteliales tienen un fenotipo supresor tumoral, ya que suelen
originar tumores benignos. Estas células actuarian como inhibidores paracrinos de la
proliferacion, invasion y angiogénesis e inductores de apoptosis (122, 126). Algunas de las
proteinas involucradas en estos fendmenos de supresién son la proteina supresora tumoral
maspin, la a-actina de musculo liso, la trombospondina-1, la a-Vl-integrina, la conexina 43, el
bFGF-R y la caveolina-1, entre otras (27, 122). Este rol inhibidor obedece a que en las
neoplasias que involucran células mioepiteliales predomina la sintesis de ECM, un “reservorio

natural” de inhibidores de angiogénesis, sobre su degradacion. En lineas celulares de este



fenotipo se encontré una alta expresion constitutiva de genes para inhibidores de proteasas en
comparacion con células no mioepiteliales (124, 126). No obstante, los informes que
analizaron el perfil de expresion génica asociaron el fenotipo basal (basaloide, mioepitelial) con
tumores negativos para RE y peor prondstico (172).

En felinos, en los que los carcinomas mamarios complejos son raros (7 %), el periodo
de supervivencia global de las pacientes portadoras de este tipo de neoplasia es
marcadamente superior al de las portadoras de otros carcinomas mamarios invasivos (143).

En perras, ratas y ratonas los tumores de células mioepiteliales son relativamente
frecuentes (entre 20 y 60 %) y, segun la clasificacion presentada, se consideran los
carcinomas de mejor pronéstico (87, 137, 142, 155, 162). La mayor parte de los carcinomas
complejos son de GH I, e independientemente del grado, la supervivencia es alta. Segun
Karayannopoulou (2005), ninguna perra con carcinoma complejo murié en un periodo de 2
afos posmastectomia (166). En cambio, segun Misdorp (2002), la supervivencia de las
portadoras de carcinomas complejos es de diez meses en promedio (137).

Los carcinomas simples se consideran los mas frecuentes y los mas malignos (140,
142, 195). En nuestro medio, en un trabajo que abarcé el periodo 1960-1979 se informé que el
53 % de los tumores mamarios malignos eran simples (150). En el estudio de
Karayannopoulou (2005) el 50 % de los carcinomas simples resultaron de GH IIl. El 70 % de
los Cs grado Il y el 89,3 % de los grado Il murieron antes de los 2 afios posmastectomia (166).
Los carcinosarcomas son muy infrecuentes (137, 138). En una muestra pequefia, sin embargo,
Yang informé alrededor de 30 % de CS (195). Habitualmente, estas neoplasias originan

metastasis dentro del primer afio de diagndstico (138).

Grado histoldgico

Se conoce como grado histolégico el puntaje asignado a una neoplasia en funcion de la
evaluacion morfologica de su grado de diferenciacion. Consiste en la evaluacion

semicuantitativa de tres parametros: formacion de tubulos, pleomorfismo nuclear y recuento



mitético. En medicina humana es de utilidad la escala de Elston y Ellis, una modificacion de la
de Bloom Richardson que, mediante la introduccion de definiciones mas precisas para la

asignacion de puntajes, permite reducir la subjetividad propia del método (tabla 3) (196).

Tabla 3. Clasificacion de las neoplasias mamarias segun el grado histolégico (Elston, 1991).

Parametro categorias posibles p
formacion de >75% 1
tubulos 10 - 75 %: 2
<10 % 3
pleomorfismo nucleos pequefos, regulares, cromatina uniforme 1
nuclear incremento en la variabilidad de forma y tamafio 2
pleomorfismo y anisocariosis marcados, nucleolos 3
evidentes
recuento mitético * 0-5 1
6- 10 2
> 11 3
Puntuacion GH
3 — 5 puntos I
6 — 7 puntos Il
8 — 9 puntos i

(*) : figuras mitéticas en 10 campos de observacion Obj. 40 X.

La asignacién de grado que sugiere Misdorp para los tumores mamarios en caninos adolece
de mayor subjetividad ya que los términos utilizados (“pocos tubulos” o “marcada formacion
tubular”, entre otros) son poco precisos (137).

Se trata de una caracteristica relativamente sencilla de evaluar y de bajo costo. La
gradacion mediante este método mostrdé una fuerte relacidon con el prondstico en series de

gran cantidad de pacientes con seguimiento por largos periodos (196). El mismo método



aplicado a casos de carcinomas mamarios en felinos resulté de valor prondstico para la
supervivencia al cabo de un afo (197). La objecion que se le realiza es que adolece de mayor
subjetividad que otros parametros al ser la suma de tres caracteristicas, una de ellas, el
pleomorfismo nuclear (y las caracteristicas nucleololares), de dificil reproducibilidad (198).
Para otros, es aceptablemente reproducible (175, 199).

En neoplasias LN (-) se informo relacion entre GH, supervivencia libre de metastasis y
supervivencia global a seis afos (198, 199). También se informaron diferencias importantes en
la aparicién de metastasis tempranas entre pacientes con GH | y Il vs pacientes GH lll, con
mayor influencia del pleomorfismo que de los otros parametros (175). Segun Kato, el GH
sigue en importancia al estado de los LN para predecir la supervivencia libre de enfermedad a
20 afios en tumores T, 0 T,. En cambio, no parece ser un factor con valor pronéstico en Tj
(174).

Tomando para su evaluacion las tres caracteristicas por separado, existe coincidencia
en que la formacion de tubulos, considerada aisladamente, no es de valor prondstico, a
diferencia de los otros dos componentes del GH (175, 198).

La proporcion de neoplasias de GH |, Il y Ill varia entre 1: 1: 1 y 1: 0,5: 0,2 (87, 166).

En caninos, el 10 % de las neoplasias GH | presenté metastasis a LN y la supervivencia
a dos anos fue del 100 % (independientemente del TH), en tanto que el 60 % de las de GH llI
presentd LN (+), y la supervivencia fue solo del 4 %. Las de GH Il mostraron valores
intermedios (166). En caninos y felinos se encontré asociacion entre un GH mayor y una DMV
alta (87). En otros articulos referidos a la determinacion y relevancia del GH en neoplasias
mamarias de caninos, el concepto “grado histolégico” denotaba un atributo de las neoplasias
diferente al aqui planteado. En esos trabajos se consideraron: GH, estadio histoldgico o grado
histolégico de invasibn como expresiones equivalentes, y este parametro se determiné
considerando la diferenciacion celular y la ausencia o evidencia de invasion al estroma y a los

vasos (165, 176, 200).



Proliferacién celular

La estimacién de la proliferacion celular por diversos medios es de utilidad para evaluar el
comportamiento bioldgico y el potencial de malignidad de los tumores (171, 201, 202). En los
pacientes con LN (-) los marcadores de proliferacién se consideran de importancia para el
pronéstico (174, 188, 203), si bien no todos los estudios lo confirman. Las causas de la falta de
acuerdo podrian explicarse por las diferencias de procesamiento de muestras, seleccién y
seguimiento de pacientes. Los métodos disponibles no solo difieren en aquello que detectan
sino también en las fases del ciclo celular que permiten identificar. Por lo tanto, muy a menudo
producen diferentes resultados (171, 203).

Entre los diferentes parametros estudiados y técnicas desarrolladas se encuentran el
indice de actividad mitética (IAM), la marcacién de fase S por técnicas de incoporacion de
bases pirimidicas (como la timidina tritiada o su analogo, la bromodesoxiuridina -BrDU-), la
citometria de flujo, la ISH, la marcacion histoquimica (HQ) e IHQ de diversas moléculas y la
ploidia celular (171, 203).

En mujeres, no se encontraron diferencias significativas entre las que desarrollaron o
no metastasis, en funcién de su indice mitético (175). El IAM, estudiado en neoplasias T1NoMg
se asoci6 mas estrechamente con la supervivencia global y la supervivencia libre de
enfermedad en pacientes menores de 55 afios que en mayores de esa edad (la asociacion es
dependiente de edad) (203). Los pacientes con IAM igual o mayor que 10 tuvieron una
supervivencia pobre (entre 28 y 30 % de muertes en el periodo de 10 afos). El 92 % de
aquellos con IAM menores que 10 sobrevivié diez afios o0 mas. Van Diest y su grupo, en su
trabajo de revision, propusieron que el recuento de figuras mitéticas es el pronosticador
independiente mas convincente y reproducible en carcinomas mamarios invasivos (202).

El marcador HQ mas utilizado lo constituyen las regiones organizadoras del nucleolo
(NORs). Las NORs son segmentos de ADN que codifican para ARN ribosémico y, por lo tanto,
estan directamente relacionadas con la sintesis proteica y la proliferacién celular. Las NORs

activas se asocian a proteinas que reaccionan con el nitrato de plata por lo que, habitualmente,



se las menciona como AgNORs. Las estructuras positivas se observan como un
precipitado negro en los nucleos interfasicos, mas numerosas en células en proliferacion, o
como constricciones secundarias en los cromosomas metafasicos acrocéntricos (205).

La cantidad de ADN sintetizado se estudia mediante analisis de ploidia (164, 171, 201).
La existencia de altos niveles de sintesis de ADN en células neoplasicas mamarias se han
asociado con probabilidades mayores de metastasis en el LN (199).

La identificacién IHQ de antigenos especificos de las células en division (como las
proteinas Ki67, topoisomerasa lla, geminina, ciclinas y PCNA) en neoplasias primarias o
metastasicas ofrece una aproximacion para evaluar la fraccion proliferativa de células (202,
204). Estos métodos son poco costosos, rapidos, técnicamente simples y constituyen una
buena alternativa para los laboratorios de patologia frente a la citometria de flujo, porque
pueden ser utilizados en tejidos incluidos en bloques de parafina (164, 202, 204, 206, 207).

La proteina Ki67 es una proteina no histénica heterodimérica presente en la matriz
nuclear. Si bien su funciéon aun no se ha esclarecido totalmente, se cree que podria contribuir a
la condensacion de cromosomas y estar involucrada en la fragmentacion de la envoltura
nuclear durante la division celular. Puede evidenciarse desde G, tardio, durante toda la
interfase y hasta la mitosis (pico de concentracion). Inmediatamente después deja de
detectarse debido a su corta vida media. Las células en Gy no expresan Ki67 (204).

En tumores mamarios caninos, los indices obtenidos con Ki67 discriminan
adecuadamente entre neoplasias benignas y malignas (195) si bien, en tumores malignos, no
se encontro correlacion con la marcacion de fase S por reemplazo con BrDU, (el estandar de
oro en pruebas de proliferacién) de manera regular (206).

El antigeno nuclear de proliferacién celular (PCNA) es de importancia como marcador
diagnéstico y prondstico en cancer. Se trata de una proteina nuclear de 29 Kda que participa
en varias vias moleculares responsables de la vida y muerte celulares. Durante la fase G, se
forman las horquillas de replicacion mediante reacciones sucesivas entre las que se

encuentran la activacion y reclutamiento de diversas proteinas, como PCNA, y otros factores.



Esta proteina pertenece a una familia de abrazaderas deslizantes, estructural y funcionalmente
conservadas durante la evolucién, que conforman un complejo de anillos homotriméricos que
corren libremente en ambas direcciones de la hebra de ADN. PCNA es esencial para la
replicacién, ya que permite una firme asociacion de las polimerasas replicativas con el ADN
(se une a la subunidad catalitica de la polimerasa-8) (208). Asi, se maximiza el numero de
nucleétidos que adiciona una polimerasa en un tiempo determinado, ya que previene la
disociacién enzima-ADN (209). También coordina el procesamiento y unién de los fragmentos
de Okazaki. Aparentemente, el PCNA persiste luego que la sintesis de ADN se ha completado
y promueve la ubiquitinacion de factores de iniciacion para evitar la re-replicacion. Ademas,
controla mecanismos que la célula ha desarrollado para evitar la replicacion de sitios
defectuosos e interviene en procesos de sefializacion celular mediante union con cadenas de
poliubiquitina (208, 209).

Mediante la realizacion de electroforesis en dos dimensiones en geles de poliacrilamida
(2D-PAGE) se pusieron en evidencia dos isoformas de PCNA en células de carcinomas
mamarios: una con punto isoeléctrico (pl) acido (caPCNA) y otra con pl basico (nmPCNA), en
tanto que en células normales de mama se observo sélo una -la nmPCNA-). Se considera mas
probable que la caPCNA se hubiera originado a partir de una modificacion postraduccional que
de una mutacion (210).

Los anticuerpos comerciales disponibles interactian con ambas isoformas. En 2006
Malkas desarrollé un anticuerpo que detecta especificamente la isoforma caPCNA propia de
tejidos tumorales, que podria ser de utilidad como marcador diagnéstico en el futuro (211).

La expresion de PCNA se incrementa en tumores de rapida proliferacién (209, 212).
Los altos valores de PCNA comparados con los de Ki67 podrian explicarse por marcaciones
positivas en células en reparacion. La expresion de Ki67 y la de PCNA tienen correlacion
positiva en tejido mamario normal y en neoplasias mamarias benignas en caninos. En tumores

mamarios malignos algunos autores encontraron correlacion y otros no (164, 165, 202, 207).



En tumores mamarios malignos se han informado valores de PCNA de entre 60-94 %
en humanos y en caninos de hasta entre 14,5 % y 75 % (146, 206). Se considera que las
notables diferencias en los valores informados por diferentes grupos de trabajo, tanto en
humanos como en caninos, obedecen a diferencias metodolégicas entre las que se cita la
recuperacion de antigenos.

En varias neoplasias de caninos (mamarias, de glandulas perianales, de células
fusiformes, melanociticas) se ha puesto de manifiesto la capacidad del PCNA para distinguir
neoplasias benignas de sus contrapartes malignas (164, 171).

En un trabajo realizado con carcinomas mamarios de caninos, se encontré correlacion
entre la marcacion con Ki-67 y PCNA. Solo se establecié correlacion entre ambas con respecto
a la marcacion con BrdU en neoplasias secundarias (206).

El indice de proliferacién medido por PCNA tiene un valor prondstico aceptado como de
categoria 2 (valor potencialmente predictivo) para las neoplasias mamarias de la mujer (173).
Tanto en tumores de caninos como de humanos se informé correlacién entre el numero de
células positivas y la malignidad histopatolégica (146, 201).

En mujeres premenopausicas (pacientes con peor prondstico) el IP medido con PCNA
es mayor que en posmenopausicas (146). Por el contrario, en caninos, la correlacion entre
edad e IP es positiva (164). En cambio, el hallazgo de correlacion entre tamafio tumoral € IP es
variable entre los distintos autores (164, 187, 201).

Con respecto a los IP de distintos TH, las diferencias para algunos estudios no fueron
significativas sino que se encontrd superposicion de los desvios estandar que no se resuelven
como para encontrar puntos de corte (164, 201, 207).

El IP se relaciona con GH (164, 187), asi como con invasion vascular (187) y con
estimadores de angiogénesis como la expresion del VEGF y la DMV (100, 213).

No se encontrd correlacion entre IP y hallazgo de metastasis en los LNs (164, 201). La
estimacion de la supervivencia mediante IP ha arrojado resultados inconsistentes. Segun

Paunesku, a mayor IP menor supervivencia libre de enfermedad (212). En caninos LOhr



inform6 que PCNA fue el factor de mayor peso luego del estado del LN, del TH y del tamafo
(207). En otro estudio en perras, luego de un seguimiento de 18 meses, no se hall6 correlacion
entre IP y muerte relacionada con la neoplasia (muerte RN) (164).

El IP mediante PCNA también ha sido estudiado en caninos como marcador prondstico
en linfomas, tumores melanociticos, seminomas y mastocitomas. En estos dos ultimos se
establecio relacion entre el IP y el comportamiento bioldgico agresivo (171, 214).

En estrecha relacion con el potencial replicativo ilimitado caracteristico de las células
tumorales se encuentra la inmortalizacion o bloqueo de la senescencia mediado por
telomerasa. La actividad de telomerasa, medida en cortes de carcinomas mamarios de
caninos, se correlaciona con el IP obtenido por PCNA y podria ser de valor para predecir su
agresividad (201). Las sefiales que inducen o inhiben la proliferacion pueden provenir de
moléculas de adhesién. En caninos se encontrd disminucién en la marcaciéon de conexinas y

de E-cadherinas en tumores con alto indice de proliferacion (200, 215).

Invasion tumoral a los vasos

Es relativamente frecuente el hallazgo de émbolos neoplasicos en vasos peritumorales (EN),
pero su influencia en el desarrollo de metastasis en el LN es controversial (44, 45). En
ocasiones es dificil diferenciar vasos con émbolos de seudoémbolos de células tumorales
(artefacto por separacién de alveolos mamarios de su lamina basal) debidos a una deficiente
fijacion de los tejidos (187).

Si bien la presencia de EN no se ha incorporado como parametro prondstico en los
lineamientos para terapia adyuvante, se encontraron diferencias altamente significativas entre
pacientes con o sin émbolos en cuanto al desarrollo de metastasis a diez afos. Ademas, se
calculé que es 8,21 veces mas probable que sobreviva seis afios una paciente LN (-) sin
invasion tumoral en los vasos que otra LN (-) con émbolos tumorales intravasculares (OR=

8,21) (175, 199).



En caninos, a diferencia de lo que ocurre con la infiltracion a tejidos circunvecinos, no
se ha demostrado relacion entre la invasion a los vasos y el prondstico (155).

La frecuencia informada de EN en carcinomas mamarios en caninos varia entre 1,6: 10
a4:10 (87, 142, 165, 176, 200).

Algunos autores informaron correlacion entre el hallazgo de EN y la disminucién en las
probabilidades de supervivencia a 18 y 24 meses (142, 162, 165, 176, 200). Las
probabilidades de supervivencia a 18 meses con o sin EN fueron entre 0,4 y 0,7 en el trabajo
de ltoh y de 0,6 y 0,94 en el de Sarli (142, 165).

En neoplasias primarias en humanos, la mayor DMV se relacion6 con el hallazgo de EN

(216, 217). En caninos no se hall6 relacién entre ambos (87).

Abastecimiento sanquineo

Las aplicaciones de la estimacién de la angiogénesis tumoral son de dos tipos: la
cuantificaciéon del proceso con fines diagndsticos y prondsticos y su eventual inhibicién o
modificacion (111). El método por el cual se estima el proceso debe ser cuantificable y
reproducible en casos clinicos. Este, como otros procesos, puede medirse mediante la
cuantificacion de sus resultados (recuento de la densidad de microvasos en cortes histoldgicos
del tumor: DMV) (68, 79, 216, 218) y/o midiendo la expresién de algunos de los factores
involucrados en la sefializacion (GFs, receptores, etc) (94).

En 1991, el trabajo de Weidner sent6 las bases para proponer la angiogénesis como
factor independiente prondstico del progreso de la enfermedad en cancer de mama y estimarla
mediante un método sencillo y econdmico, la DMV (68).

La marcacién de vasos mediante IHQ y su recuento es la técnica mas difundida (94).
Es necesario recordar que la expresion “densidad vascular’ no es equivalente al término
“angiogénesis”, ya que en el recuento pueden estar considerandose vasos preexistentes (74).
Como se ha presentado en las paginas 23 a 25, tampoco angiogénesis y abastecimiento

vascular son expresiones equivalentes.



Otras caracteristicas de utilidad pueden ser: el area microvascular total (AMT, éarea
ocupada por microvasos por unidad de area del tumor en un namero limitado de campos), el
tamano de los vasos, los parametros de tamafo y forma (longitudes axiales, perimetro y factor
de forma, entre otros) y el tipo de red vascular (redes vasculares con bucles cerrados, vasos
glomeruloides bizarros y patron capilar clasico). Frente al hallazgo de mimica vascular, el
patron de distribucion de los canales vasculares tiene relacion con el prondstico (67, 74, 216).

Se entiende por DMV el valor promedio de recuento de microvasos o células aisladas
(marcados con un anticuerpo anti-algiin componente endotelial) en un numero limitado de
campos dentro del tumor. Los resultados se expresan como DMV media por campo o
DMV/mm?. Se ha informado y descripto un abanico de posibles variantes metodoldgicas.
Muchos afos después, un problema sigue siendo qué contar. Los distintos autores
consideraron, o no, como positivos, a las células positivas aisladas, en cordones u otros
grupos, o solo las estructuras con lumen (189).

La investigacion en busqueda de un marcador endotelial representa un emprendimiento
de larga data. Antes del desarrollo de la IHQ se realizaban analisis histoquimicos en tejidos
tumorales que se marcaban con enzimas (fosfatasa alcalina, fosfatasa acida y -
glucuronidasa) (219).

El modelo metodologico de Weidner 1991 consiste en la inmunomarcacion de las
células endoteliales con anticuerpo anti-factor de von Willebrand (vWf). Tanto las células como
las estructuras cordonales sin luz o los vasos se cuentan como elementos positivos. Se
buscan las areas mas vascularizadas, llamadas “hot spots”. Se observan en 20X y 40X. Otros
vasos (con pared desarrollada) se utilizan como controles internos. Se establece un grado
subjetivo de 1+ a 4+ (68).

Con respecto a los marcadores para endotelios, la proteina inmunolégicamente
detectable en células endoteliales mas conocida es el vWf, que probd ser altamente especifica
en tejidos normales o neoplasicos de tumores no vasculares. Por el contrario, en neoplasias de

vasos sanguineos (hemangiosarcomas, entre otros) su distribucion es impredecible e



inconstante, de manera que es poco sensible (219). Si bien marca mas intensamente los
vasos sanguineos, también se detectan los vasos linfaticos. A pesar de ciertos inconvenientes
metodoldégicos, sigue siendo el marcador mas usado (174, 187, 189, 214, 220). La necesidad
de reconocer endotelios neoplasicos llevo al desarrollo de otros anticuerpos, como el anti-
CD31, de la superfamilia de las inmunoglobulinas (que también puede reaccionar con
fibroblastos y células plasmaticas) y el anti-CD34, antigeno que también expresan las células
hematopoyéticas. La lectina UEA-1 (aglutinina 1 de Ulex europaeus), que se une a residuos de
fucosa del antigeno H, es util en tejidos de humanos y de diversos mamiferos domésticos, a
excepcion de los caninos (219). El marcador CD105, una proteina transmembrana del sistema
de receptores TGF-(, tiene mejor correlacion con la prediccion de supervivencia libre de
enfermedad y supervivencia total que los marcadores panendoteliales, como CD31 (67).

Los trabajos de diversos autores difieren en el anticuerpo utilizado, la magnificacion de
la observacién y la cantidad de campos de recuento y la unidad en que se expresaron los
resultados, entre otros parametros. También se registraron variantes respecto del método de
recuento, ya que en algunos articulos se cita que lo realizé un observador, dos 0 mas -en
todos los casos o en casos de discrepancia-, con o sin grillas, o mediante analisis
computarizados (39, 174, 189, 213, 214, 216, 220). Si bien la morfometria mediante software
permite medir diferentes parametros y archivar las imagenes, el conteo en el microscopio con
observadores tiene precision y reproducibilidad razonables (216, 221). La proporcion de
estudios con correlacion positiva entre DMV y progresion del tumor fue la misma entre trabajos
con un solo observador o con dos 0 mas, se usara o no cuadricula (189).

La primera evidencia de que la magnitud de la angiogénesis en un tumor humano era
de utilidad para predecir la probabilidad de metastasis se informé respecto del melanoma
cutdneo. Las neoplasias mas angiogénicas tienen mas probabilidades de originar
macrometastasis, mientras que las menos angiogénicas suelen originar micrometastasis

latentes (222).



Curiosamente, en algunas neoplasias, a pesar de la evidencia de ser altamente
angiogénicas (marcada regulacion positiva del VEGF, por ejemplo), las muertes debidas a
metastasis son extremadamente raras. Un ejemplo de ello es el retinoblastoma. Es posible que
las células tumorales no tengan el fenotipo necesario para invadir esos nuevos vasos 0
sobrevivir en otros territorios (187).

En carcinomas prostaticos, la DMV se correlaciond con el riesgo de metastasis y la
puntuacion de Gleason, particularmente cuando los vasos fueron marcados con anti CD34. La
DMV se correlaciond con el estadio clinico en el linfoma B no Hodgkin. En el carcinoma
ovarico de estado avanzado fue mejor predictor de supervivencia (tanto global como libre de
enfermedad) que el estadio clinico, grado y tipo tumoral. También se observé correlacion con
el prondstico en carcinomas de endometrio y gastrico. En carcinomas vesicales la DMV se
considera un factor independiente de pronéstico sélo en aquellos de tipo B (con invasion al
musculo detrusor) (67). En el carcinoma colorrectal la DMV y la supervivencia se relacionan de
manera inversa (223). En otras neoplasias como los gliomas y los carcinomas de células no
pequenas del pulmon los resultados son inconstantes. Existen diferentes opiniones acerca del
valor prondstico del uso de la DMV en algunas neoplasias como el melanoma uveal, ya que la
posibilidad de otras formas de abastecimiento impide hacer equivalentes las expresiones
“abastecimiento sanguineo” y “angiogénesis” para estos tumores (74). En melanomas
cutaneos no se hallaron diferencias marcadas en la DMV entre tumores metastasicos y no
metastésicos (221).

En neoplasias mamarias, la exhaustiva investigacion de laboratorio y la correlacion
clinicopatolégica sustentan la teoria de que la angiogénesis juega un rol central, tanto en el
crecimiento tumoral como en el desarrollo de metastasis a distancia (43, 67, 70). Varios
autores informaron que los parametros indicadores de angiogénesis no fueron de utilidad para
predecir recurrencia (si bien existieron diferencias metodologicas entre ellos y quienes
informaron lo contrario). Existe controversia entre los resultados que comparan niveles del

VEGF, DMV vy progresién tumoral. Hay un niumero considerable de trabajos en diversos tipos



tumorales que no muestran correlacion entre la supervivencia y la DMV (74). No se observé
relacion entre el progreso de la enfermedad y la DMV en carcinomas invasivos mamarios de
pequeno tamafio —menores a 3 cm- (217). En 2004, Uzzan y colaboradores realizaron un
meta-analisis de 87 trabajos referidos al valor prondstico de la DMV y concluyeron que este
parametro es de utilidad para la prediccién de probabilidad de metastasis y supervivencia,
fundamentalmente en neoplasias LN (-) en los que es aun mas necesaria la prediccién (189).

En mujeres la expresion de Flk-1 no se relaciond con el GH ni con la supervivencia
segun Nakopoulou (101).

Se ha sugerido que el incremento en la concentracion del VEGF circulante en pacientes
portadores de neoplasias malignas podria tener valor prondstico, tanto en humanos como en
caninos (224). Se encontraron diferencias estadisticamente significativas en la concentracion
del VEGF sérico (no asi en el nivel plasmatico) de perras con metastasis en el LN respecto de
aquellas sin metastasis.

En neoplasias humanas, el valor pronéstico de las areas microvasculares total y relativa
(AMT y AMR), de la relacion con la invasion a vasos sanguineos y del tamafo y patrén
vasculares es motivo de controversia. En carcinomas mamarios, por ejemplo, el AMT resulté
de similar utilidad que el estado de los LN para la estimacion de la supervivencia libre de
recidivas a 20 afos (en neoplasias T, y T3) (174). Sin embargo, para la supervivencia global
los valores no fueron concluyentes. La relacion AMT/IVS (invasién a vasos sanguineos) fue el
mas confiable de los factores prondsticos independientes para la supervivencia libre de
enfermedad a 20 afos (187). EI AMT en carcinoma prostatico se relaciond con metastasis en
la médula 6sea. También se asocié con metastasis en carcinomas de mama y en vejiga, no asi
en pulmén vy rifdn, cuyos carcinomas no exhiben un fenotipo angiogénico (67). El area de
microvasos relativa (AMR) mostré correlacion con el hallazgo de micrometastasis de
neoplasias mamarias en la médula 6sea (190). Con respecto al tamafio de los vasos, se
postula que a mayor tamafo del vaso, mayor tamafio del émbolo que puede albergar (el que

podria ser mas eficiente para establecerse como metastasis). La relacién con la DMV es



inversamente proporcional (216). Se encontrd correlacion entre el pronéstico y el patrén
vascular en melanomas oculares, glioblastomas y carcinomas de células escamosas de la
cabeza y cuello (67). El hallazgo de canales de mimica vasculogénica es, en si, un marcador
de progresion, debido a que solo se ha observado en neoplasias de fenotipo altamente
agresivo (74).

La angiogénesis y su relacion con el comportamiento bioldgico de la neoplasia todavia
estan poco comprendidas en oncologia veterinaria. Se informaron diferencias significativas en
la supervivencia en mastocitomas cutaneos en perros entre aquellos con baja o alta densidad
de microvasos (220). La expresion del VEGF fue mayor en tumores mamarios caninos
malignos que en benignos, y en aquellos que originaron metastasis vs los que resultaron LN (-
). La regulacion hacia arriba del VEGF en neoplasias mamarias se asocié a una mayor DMV

(214, 225), y ésta a menor supervivencia de las perras afectadas (87).



Agentes antiangiogénicos: su utilizacion terapéutica

Los intervalos entre el descubrimiento de diversas moléculas, la dilucidaciéon de sus
mecanismos de accion y su aplicacion clinica se han acortado. Actualmente, se tiende a
combinar tratamientos quimio o radioterapicos convencionales con farmacos que se
suministren durante periodos prolongados para lograr el control del tumor residual, como los
agentes disefiados para inhibir vias de transduccién de sefiales. Estos bloquean uno o mas de
los procesos involucrados en el crecimiento y diseminacién de los tumores, tanto primarios
como metastaticos. Asi, se combinan los agentes terapéuticos que inhiben blancos celulares y
los que tienden a normalizar el microambiente tumoral (25, 27, 74).

Los agentes antiangiogénicos, por ejemplo, tienen un modo de accién mas selectivo
que los quimioterapicos citotoxicos y, por lo tanto, mayor tolerancia. Ademas, como las células
diana de su accion son principalmente las células endoteliales, genéticamente mas estables
que las tumorales, la aparicion de resistencia es infrecuente (64, 111, 226).

Los anticuerpos neutralizantes de ciertos ligandos, los inhibidores de receptores y de
TKs (“pequenas moléculas” que ingresan a las células) que se han desarrollado constituyen un
avance exitoso (42, 227, 228). Entre los farmacos antiangiogénicos, los mas exitosos son
aquellos que tienen como objetivo inhibir los efectos proangiogénicos del VEGF (226). Los
agentes antiangiogénicos inducen apoptosis, evitan la proliferacion de células quiescentes,
imposibilitan la movilizacion de CPEs y evitan o retardan el crecimiento tumoral mediante otros
mecanismos (41, 77). Ademas, minimizan los efectos deletéreos de las masas tumorales
reduciendo la ascitis inducida por VEGF. Al disminuir la permeabilidad de los vasos, aumenta
la presion sanguinea en el tumor y, por lo tanto, mejora la llegada de éste u otros farmacos
(20). De todos modos, no deben subestimarse los efectos colaterales de estos tratamientos,

particularmente en altas dosis.



En 1995 habia nueve inhibidores de la angiogénesis en fases | y Il de experimentacion;
actualmente, algunos han sido aprobados para su utilizacion en humanos y mas de 70
compuestos se encuentran en distintas fases de experimentacion (226).

En 1997 Presta informé la humanizacion del anticuerpo monoclonal (mab) anti-VEGF
(bevacizumab, Avastatin®, Genentech, San Francisco, California, EE.UU) (229). Este
anticuerpo neutraliza todas las isoformas del VEGF. Esta aprobado actualmente para el
carcinoma colorrectal metastatico. También se han obtenido datos promisorios en neoplasias
pulmonares no microciticas y en carcinomas renales, cuando se lo utiliza en combinacion con
quimioterapicos citotdxicos. En carcinomas mamarios metastasicos se llevd a cabo un estudio
sin éxito. El resultado se atribuyd a que el bevacizumab se utilizé como tratamiento de tercera
linea (pacientes con canceres muy avanzados ya tratados) en los que el fendmeno
angiogénico se encontraba bajo la influencia de un mayor nimero de mediadores (226).

Existen dos estrategias principales para inhibir la actividad de los receptores de tipo TK
(implicados en la angiogénesis, entre otros procesos relacionados con la biologia tumoral): el
bloqueo del dominio extracelular del receptor mediante mabs y la inhibicion del dominio de
union al ATP (intracelular) mediante pequenas moléculas llamadas “nibs” (227).

La amplificacién del gen del receptor para el EGF humano HER-2 (HER-2/neu, c-erB-2)
se ha asociado con varios procesos, incluido el de angiogénesis. Slamon y col. desarrollaron
un mab humanizado (trastuzumab, Herceptin®) que se une con alta afinidad al dominio
extracelular de HER-2 y bloquea su funcién en la transduccion de sefales. Asociado a la
quimioterapia de primera linea, incrementa la supervivencia global media de pacientes con
tumores metastasicos de mama que sobreexpresan HER-2 (228).

Entre los inhibidores de TK, el sorafenib (Nexavar®, Bayer HealthCare), que bloquea la
cascada de senalizacion que involucra MAPKs e inhibe a los VEGFRs y PDGFRs, fue
aprobado para el tratamiento de pacientes con carcinomas renales®. Otros inhibidores de la

actividad TK son el mesilato de imatinib (farmaco oral que ha supuesto, posiblemente junto al

* Food and Drug Administration: 2005, Unién Europea 2006



Herceptin®, la mayor revolucion terapéutica de los ultimos afios en el mundo de los
tratamientos dirigidos) y el sunitinib (227).

En marzo de 2007, la FDA aprobd el lapatinib (Tykerb®, Glaxosmithkline), en
combinacion con capecitabina, para el tratamiento por via oral del cancer de mama de las
pacientes con cancer metastasico o avanzado, cuyos tumores sobreexpresan c-erbB1 y HER-

2y que hubieran recibido antraciclinas, taxanos y trastuzumab como tratamiento previo (228).

HIPOTESIS MAS RELEVANTES

- El tipo histologico del carcinoma mamario canino influye sobre el grado de

neoangiogeénesis y la diseminacion neoplasica al linfonddulo regional.



- La actividad proliferativa de los carcinomas mamarios caninos repercute en el grado de
neoangiogeénesis y en la diseminacion neoplasica al linfonddulo regional.

- La supervivencia de caninos con carcinomas mamarios esta influenciada por el tipo
histolégico, la actividad proliferativa y el grado de neoangiogénesis de estas

neoplasias.

OBJETIVOS

1) Establecer la relacion entre el tipo histolégico de los carcinomas mamarios y el
compromiso de los linfonddulos regionales.

2) Caracterizar la expresion de marcadores relacionados con la neoangiogénesis
tumoral.

3) Evaluar el indice de proliferacion de las células carcinomatosas y relacionarlo con el
grado de neoangiogénesis tumoral.

4) Estimar la relacion entre el tipo histolégico y el grado de neoangiogénesis y entre
este ultimo y el compromiso del linfonddulo.

5) Estudiar la relacién de las variables antes mencionadas entre si y su influencia en la

supervivencia de las pacientes.

MATERIALES Y METODOS

1. Criterios de inclusion de los casos en grupos |y Il



A efectos de demostrar las hipdtesis enunciadas, se analizaron 136 neoplasias
mamarias espontaneas correspondientes a dos grupos. En ambos grupos se estudiaron
caracteristicas de las neoplasias y de los linfonddulos. Para el grupo Il se realizé, asimismo, el
seguimiento clinico. Las neoplasias y los linfonddulos fueron revisados sin conocimiento de la

progresion clinica de la enfermedad.

* Grupo |: casos de archivo

Criterios de inclusion: carcinomas mamarios invasivos® de perras que fueron remitidos con LNs
regionales a partir de 1980 y hasta diciembre de 2003 al Instituto de Patologia Dr. Bernardo

Epstein.

* Grupo |l: casos ingresados durante parte del periodo de trabajo

Criterios de inclusién: pacientes portadoras de carcinomas mamarios invasivos, tratadas
exclusivamente con medios quirdrgicos, cuyas muestras ingresaron al Instituto desde el
comienzo de la ejecucion del plan hasta el primer semestre del segundo ano de trabajo. Se

seleccionaron las pacientes cuyo seguimiento clinico resultara mas factible.

2. Estudios retrospectivos de material de archivo (grupo I)

A. De la masa tumoral

A.1. Estudios histopatolégicos

Se consigno el TH con el que originalmente habia sido clasificada la neoplasia. Se estudiaron
nuevamente los cortes de las neoplasias ajustando el diagnéstico a la clasificacion actual
propuesta por la OMS en 1999 (Misdorp). Los TH asignados fueron: carcinoma complejo (CC),
carcinoma simple (Cs) tubular, papilar, sélido y anaplasico, carcinosarcoma (CS) y tipos
especiales de carcinoma (CCE, carcinoma mucinoso, carcinoma rico en lipidos y carcinoma de

tipo fusiforme).

® Este concepto excluye tanto a las neoplasias mamarias benignas, como a las malignas de origen diferente al
epitelial y a los carcinomas in situ



Ademas, se asigné a cada tumor un GH (I, Il 6 Ill) establecido como resultado de la
puntuacion obtenida en funcion de las siguientes variables: formacién de tubulos,
pleomorfismo nuclear y recuento mitético (con un diametro de campo de 0,47 mm), de manera

que se considero de GH | a las neoplasias mas diferenciadas.

Se consignd la presencia de émbolos neoplasicos (EN) en forma de émbolos

carcinomatosos constituidos por células aisladas o en grupos.

A.2. Estudios inmunohistoquimicos

El estudio de distintos procesos caracteristicos de la biologia de las neoplasias (proliferacion
celular, angiogénesis) se abordd mediante técnicas de IHQ. Para tal fin, se seleccion6 un corte
de cada uno de los tumores para obtener nuevas secciones a partir del bloque de parafina
correspondiente. Se descartaron aquellos que, por sus caracteristicas (ej. escaso tejido
neoplasico epitelial, hemorragias masivas, extensas areas de necrosis), resultaron poco
representativos o se consider6 que podrian haber presentado inconvenientes para su
procesamiento IHQ. Todos los cortes obtenidos se colocaron sobre portaobjetos con cargas
positivas (Superfrost plus® A100018, Deltalab).

En los casos de neoplasias multiples, se procesé aquella de tipo y grado histolégico
menos diferenciados.

Se procesaron los cortes aplicando la técnica de peroxidasa (ver anexo) con el sistema
de deteccion estreptavidina biotina con peroxidasa de rabano picante (LSAB2 System-HRP:
Labelled Streptavidin-Biotin2 System, Horseradish Peroxidase, K0673. DAKOCytomation,
Carpinteria). ElI inmunoprecipitado fue puesto de manifiesto mediante tratamiento con 3,3'-
diaminobencidina (DAB) incluida en el kit. Fue necesario realizar la recuperacién antigénica
mediante diferentes métodos en funcién del anticuerpo. Para inhibir las uniones inespecificas
del anticuerpo con el tejido los cortes fueron cubiertos con leche descremada comercial, en
polvo, al 4 % en solucién de buffer fosfato (PBS), durante 20 minutos. En todos los casos, el

control negativo de técnica lo constituyd un corte procesado simultaneamente con aquellos en



estudio segun el mismo protocolo, a excepcion de la incubacién con el anticuerpo primario.
Todos los tejidos procesados correspondieron a caninos hembras. Se utilizé un microscopio

Nikon® Eclipse 50i para la observacion.

Proliferacion celular

-Anticuerpo _utilizado: anti PCNA, clon PC10, M0879, DAKO Co., Carpinteria (concentracion:

1/50). Se utilizé un corte de linfonédulo como control positivo de tejido (positividad en el centro

germinativo de los ndédulos secundarios).

-Método de recuperacion antigénica: calor humedo a presion atmosférica (“vaporiera”).

-Observacion _y cuantificacion de la inmunomarcacion: se realizd el recuento de células

positivas (con marcacién parduzca nuclear —o citosdlica en células en mitosis -). Se analizaron
10 campos de observacion de 40X con 100 células como minimo por campo. Se contaron
como minimo 1000 células por tumor. Se establecié el IP expresado como células positivas

sobre 100 células.

Angiogénesis
Estimaciones realizadas:
a) expresion del VEGFR-2

Anticuerpo utilizado: anti VEGFR-2, Flk-1-A/3-: sc-6251, Santa Cruz Biotechnology, Inc.

(concentracion: 1/100). Se utilizé un corte de carcinoma intestinal como control positivo de
tejido y uno de cérnea como control negativo.

Método de recuperacion antigénica: horno de microondas.

Observacion y cuantificacion de la inmunomarcacion: de cada caso se analizaron 20 campos

(Obj. 40X) mediante una camara digital (EvolutionVF, Qimaging) montada sobre un
microscopio (Olympus BX50) y conectada a una computadora. Las imagenes tuvieron una

resolucion de 640x480 pixeles (px), color real (RGB) y formato de archivo de imagenes con



etiquetas (TIFF: tagged image file format) con una relacion de 0,32 pm/px. Mediante el
programa de analisis ImagePro Plus, v6.0 (Media Cybernetics) se determinaron varios
parametros correspondientes al area y la densidad promedio de marcacién de cada corte
analizado (valores minimos, maximos, media, sumatoria, desvio estandar -DE-). Los valores
utilizados fueron la sumatoria del area y la media de la densidad de la marcacién. Con ambos
datos se obtuvieron la densidad éptica integrada (DOI), la densidad 6ptica integrada/mm2
(DOI/ mm2) y la densidad 6ptica integrada/ maxima intensidad de marcacion (DOI/IM). La DOI

fue el parametro utlizado para el analisis comparativo de los datos.

b) densidad de microvasos (DMV). Marcacion de células endoteliales

Anticuerpo utilizado: anti-vWf, clon F8/86, M 0616, Dakocytomation (concentracién 1/50).

Se utilizé un corte de tonsila como control positivo de tejido y uno de cérnea como control
negativo.

Recuperacion antigénica: horno de microondas.

Observacion y cuantificacion de la inmunomarcacion: para la determinacién de la densidad de

microvasos se realiz el recuento de estructuras marcadas en 20 campos (Obj. 40X), ya fueran

microvasos con luz, células, grupos celulares o estructuras en cordon.

Los primeros 20 cortes procesados fueron analizados por dos observadores para establecer el
criterio de seleccion de las imagenes a clasificar como “positivas” o “negativas” (el resto de los
casos fue analizado por un observador). Los resultados se expresaron como: elementos
positivos por campo de 40 X. Mediante este dato y el de la superficie del campo de
observacién (0,075 mm?) se calculé el nimero de elementos por mm?, el que fue utilizado para

el analisis de los resultados.

B. De los linfonédulos

B.1. Estudios histopatolégicos




Se estudiaron nuevamente los cortes histoldgicos de los LNs. Los resultados de la observacion
se expresaron en términos de LN (+) (presencia de células carcinomatosas) o LN (-) (sin
lesiones que sugirieran carcinoma metastasico). En el primer caso, estuvieron comprendidos
todos los LNs que presentaron células carcinomatosas: a) en forma de émbolos libres en los
senos, b) constituyendo pequenos grupos celulares o nidos en la intimidad de los foliculos, o
c) como células aisladas y distribuidas difusamente en el tejido linfoide. La segunda categoria
comprendi6 tanto los LNs sin lesiones aparentes como aquellos con lesiones no neoplasicas,
qgue no se detallaron. Tanto en los LN (-) como en aquellos en los que no fue posible precisar
la estirpe epitelial de alguna célula o grupo celular, se realizaron cuatro nuevos cortes de los
mismos bloques (uno cada 100 p). Tres de ellos (1°, 2° y 4°) se colorearon con hematoxilina y
eosina (H-E) y se revisaron con los mismos criterios. Los que resultaron positivos en los
nuevos cortes, se consignaron como LN+ (RH). El tercero de la serie se mont6 en portaobjetos
con cargas positivas (para su eventual procesamiento mediante IHQ).

B.2. Estudios inmunohistoguimicos

Anticuerpo utilizado: AE1/AE3, N1590, Dakocytomation (listo para usar). Se utilizé un corte de

carcinoma mamario como control positivo de tejido y los tejidos no epiteliales vecinos como

control negativo interno.

Recuperacion antigénica: horno de microondas.

Observacion y cuantificacion de la inmunomarcacion: los resultados se expresaron como LN +

(IHQ) o LN (-).
3. Estudios de nuevos casos (grupo Il)

A. Pacientes. Su selecciéon y sequimiento

La protocolizacién de casos clinicos se realizd6 desde el comienzo de la ejecucion del plan
hasta el primer semestre (inclusive) del segundo afo, segun el cronograma de actividades
previsto. De esta manera fue posible constatar un periodo de supervivencia de dieciocho

meses 0 mas, tomando como fecha del ultimo relevamiento el final del tercer ano de trabajo.



Este periodo resulté factible y adecuado tomando como referencia la expectativa de vida de los
caninos.

Se registraron los siguientes datos: propietario (con sus datos de contacto), médico
veterinario que realiz6 el diagndstico clinico, edad y raza de la paciente, localizacién, tamario y
evolucion aproximada de las neoplasias, datos del examen fisico del linfonddulo regional y
evidencia de metastasis a distancia. Se establecid6 el TNM y el estadio clinico para cada
paciente. También se consignaron datos administrativos (niumeros de entrada e inclusién de
las piezas).

Se realizaron controles semestrales (0 mas frecuentes cuando se considerd necesario
en funcién de la evolucién clinica). Estos controles consistieron en el examen fisico del animal
y estudios radiograficos y/o ultrasonograficos correspondientes en los casos en que se
detectaron signos atribuibles a la presencia de metastasis.

Constatacién de la muerte relacionada con la neoplasia

En algunos casos se obtuvo el consentimiento de los propietarios para la realizacion de
la necropsia de los animales con carcinomas. Se obtuvieron muestras para histopatologia de
las lesiones que se consideraron necesarias para determinar si la causa de muerte podia
atribuirse a la enfermedad neoplasica en estudio. Cuando no se dispuso del cadaver para
realizar la necropsia, la relaciéon entre la muerte y la enfermedad neoplasica se determiné
mediante el reconocimiento de imagenes radiograficas compatibles con metastasis
pulmonares y los signos asociados.

Los casos con seguimiento iniciado que se retiraron del grupo se consideraron
“censurados” a los efectos estadisticos.

Luego de culminado el periodo de seguimiento, las pacientes se clasificaron segun su

supervivencia® en uno de los siguientes grupos:

6 Excepto que se realice alguna aclaracion en contrario, la palabra “supervivencia” alude a la supervivencia global y
no a la supervivencia libre de enfermedad.



-Pacientes con supervivencia baja (SB): muerte dentro de los primeros seis meses a partir del
diagnostico histopatoldgico.

-Pacientes con supervivencia media (SM): muerte entre seis y dieciocho meses.

-Pacientes con supervivencia alta (SA): muerte luego de dieciocho meses, o viva al momento

de completar los resultados.

B. Estudios histopatolégicos e inmunohistoquimicos de las neoformaciones y los

linfonédulos
En los casos seleccionados para su seguimiento se llevaron a cabo los mismos estudios
histopatoldgicos e IHQ detallados para los casos del grupo |, tanto en los cortes de glandula
mamaria como en los de LNs (excepto que, debido a la fecha reciente de su diagnéstico, no

fue necesario actualizar la nomenclatura).

4. Métodos de andlisis estadistico de los datos obtenidos

Los resultados de los estudios realizados a ambos grupos se volcaron en tablas (a igual
formato de tabla corresponde igual tratamiento de los datos). Para resumir, describir e
interpretar los resultados se aplicaron diferentes métodos estadisticos, segun el caso. Las
medidas de resumen y desviacion de los datos cuantitativos, asi como los graficos, fueron
obtenidos y editados con los programas Microsoft® Excel 2002 o Statistical Product and
Service Solutions (SPSS) para Windows 10.0.1.

En todas las comparaciones de datos la hipétesis nula (Hy) fue que los grupos eran
homogéneos con respecto a la caracteristica estudiada y que, luego, las diferencias
encontradas se debian al azar. En ese marco, p expresa la probabilidad de que las diferencias
encontradas en los datos se deban al azar. Para todos los analisis, el umbral de significacion

se establecio en p < 0,05” (por motivos convencionales).

! En todos los casos en que las diferencias encontradas entre grupos fueron significativas, se consignaron dos
asteriscos como superindices a la derecha del valor de p (ejemplo: p=0,039 , pagina 112).



En tablas de contingencia para »*, cuando se calculd alguna frecuencia esperada
menor que 5, se aplicé la correccion de Yates para minimizar el valor de »° y, de haber error,
que éste tienda a la zona de la distribucion que determina falta de significaciéon de los
resultados (alta incidencia del azar). En las tablas con >25 % de valores menores que 5, los
datos se presentaron pero no se analizaron.

A continuacioén se especifican las pruebas utilizadas. En cada item, se enumeran en
italica las variables analizadas con cada prueba.
® Comparacion de las medias de dos grupos:

Se utilizé la prueba de t, previo analisis de la homogeneidad de varianzas mediante la prueba
de Levene (SPSS).

Contraste de medias de IP, DOl o DMV en funcién de la presencia de EN, del estado
del LN, de la supervivencia y en algunos casos de comparaciones de a pares (IP en
CC/ IP en Cs. tubulares)
® Comparacion de las medias de mas de dos grupos
Se utilizo el analisis de las varianzas (ANOVA, SPSS).
Contraste de medias de DOI, DMV e IP en funcién de TH o GH
® Comparaciones del numero de casos con valores bajos o altos de un estimador (en
funcién de su mediana, por ej.: IP bajo o alto) con otras variables
Se utilizé la prueba de chi cuadrado (%) (Microsoft® Excel 2002).
Contraste de TH, émbolos o LN/ DOI, DMV o IP bajos o altos (o estas ultimas tres
variables entre ellas)
® Comparacioén de variables cualitativas.
Se utilizé la prueba de x? (Microsoft® Excel 2002)
Contraste de TH, GH, émbolos SI/NO, LN (+)/LN (-), localizacién, estadio y SV
® Asociacion entre variables cuantitativas

Se obtuvieron coeficientes de correlacion de Pearson y Spearman (simple y parcial, SPSS)




Contraste de IP/DOI, IP/DMV, DOI/DMV
® Relacion entre todas las variables y estado del LN (analisis multivariado)
Se llevé a cabo el procedimiento de regresion logistica multiple por pasos para obtener, entre
todas las variables, aquellas de valor prondstico del estado del LN.
® Probabilidades de la ocurrencia del suceso “muerte” en funcion del tiempo
El tiempo O (cero), o inicio de la observacién, fue la fecha del diagnéstico histopatologico. El
seguimiento continu6é hasta la constatacion del suceso “muerte” o hasta que concluyo el
periodo. Para el analisis de los datos se utilizé el método no paramétrico de Kaplan-Meier o del
limite del producto (SPSS). Este método de analisis especifico permitié analizar los datos
antes que todos los pacientes hubieran muerto (los datos de estas pacientes vivas al finalizar
el estudio se analizaron también y figuran como observaciones incompletas o “censuradas”, al
igual que aquellos de pacientes que se perdieron o retiraron o que murieron por otras causas)
y es un método indicado para grupos pequefios.
® Otras comparaciones
Para comparar las curvas de supervivencia producidas por el método de Kaplan-Meier se
utilizé la prueba estadistica del logaritmo del rango (logrank test, SPSS), apropiada para
comparaciones de grupos con observaciones censuradas y valores que no tienen una
distribucién normal, como el tiempo de supervivencia.

Contraste de émbolos SI-NO/ supervivencia, LN (+) o LN (-)/ supervivencia, IP/

supervivencia, DOI/ supervivencia y DMV/ supervivencia).

RESULTADOS

De todos los casos de muestras de caninos procesados en el periodo en estudio, 4078 fueron
diagnosticados como neoplasias. De ellos, 1671 tuvieron su origen en la glandula mamaria (41
%). Si consideramos solamente las neoplasias en las hembras (2487), las de origen mamario
constituyeron el 67,18 %. Setenta por ciento de los tumores mamarios fueron malignos. Los

casos de carcinomas mamarios remitidos con LN fueron 102 - grupo I- (tabla 4).



Tabla 4. Frecuencia de neoplasias mamarias sobre el total y proporciéon de neoplasias malignas y de

neoplasias remitidas con LNs.

neoplasias neoplasias neoplasias malignas remitidas
mamarias malignas con In
(n/ %) (n /%)
1980-1991 613 526 / 85,8 24/ 4,56
1992-2003 1058 645/ 60,96 781712,09
1980-2003 1671 1171/ 70,07 102 /8,71

El grupo Il resulté integrado por 34 casos. Los resultados de las caracteristicas
histopatoldgicas e IHQ (comunes a ambos grupos) de cada tumor se presentan en la tabla 5.

Los datos clinicos y de supervivencia, exclusivos del grupo Il, se muestran en la tabla 6.



Caracteristicas histopatolégicas de las neoformaciones

Sobre 136 tumores, se diagnosticaron 29 CC, 67 Cs (7 Cs tubulares, 33 Cs papilares, 21 Cs
sblidos y 6 Cs anaplasicos) y 36 CS. De los tipos especiales de carcinoma, solo se
encontraron CCE (4 casos). Se encontraron casos de GH I, Il y Illl (23, 44 y 69,
respectivamente). En 40 de los casos se observaron émbolos neoplasicos y en 74 casos,
metastasis en el LN. La distribucion de frecuencias de dichas caracteristicas se muestra en la

figura 2. Las imagenes correspondientes se muestran en las figuras 3 a 6.
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Fig 2. Representacion grafica de la frecuencia de las neoplasias segun el tipo histologico, el grado
histoldgico, la presencia de émbolos neoplasicos y de metastasis en el linfonédulo (r: 136).



Fig. 3. Caninos, hembras, glandula mamaria. H-E.

A. Carcinoma complejo. Obj. 20X. B. Carcinoma complejo. Células mioepiteliales estrelladas
con abundante matriz extracelular mucoide. Obj. 40X.

C. Carcinoma simple tubular de grado histoldgico I. Obj. 40X.



Fig. 4. Caninos, hembras, glandula mamaria. H-E.
A. Carcinoma simple papilar de grado histolégico Il. Obj. 20X. B. Carcinoma simple sdlido.
Obj. 40X. C. Carcinoma simple anaplasico de grado histoldgico Ill. Obj. 100X.



Fig. 5. Caninos, hembras, glandula mamaria. H-E.
A. Carcinosarcoma. Obj. 40X. B. Carcinoma de células escamosas. Obj. 20X.
C. Carcinoma de células escamosas. Obj. 40X.



Fig. 6. Caninos, hembras.H-E.A.Glandula mamaria. Carcinoma simple solido en adyacencias de
un vaso linfatico. Obj. 40X. B. Glandula mamaria. Embolo neoplasico (flecha). Obj. 40X.
C. Metastasis de carcinoma en el linfonodulo Obj. 40X.



Estudios inmunohistoquimicos
< Proliferacién celular

En todos los cortes fue posible el recuento de 1000 células. En la tabla 5 se presento el IP
correspondiente a cada caso. En la figura 7 se observan tanto el histograma correspondiente a
la distribucion de frecuencias de IP en la poblacién estudiada como el resumen de sus datos.
La marcacion fue parduzca, nuclear en las células en interfase, de distintas intensidades (fig.

8).
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Fig. 7. Distribucion del indice de proliferacion de los casos estudiados.

Fig. 8. Canino, hembra, carcinoma mamario simple sdlido. IHQ anti-PCNA. LSAB2-HRP. DAB.
Flecha: célula positiva. Cabeza de flecha: célula negativa. Obj. 100X.

+ Angiogénesis: expresion del VEGFR-2



En la tabla 5 se presentaron datos de diversos parametros 6pticos de cada caso. En la figura 9
se observan el histograma de la distribucién de frecuencias de la DOI de los cortes marcados
con anti-VEGFR-2 (anti-Flk-1) y el resumen de los datos. Se observé marcaciéon parduzca
positiva, tanto en células carcinomatosas como en células endoteliales, en todos los casos

procesados (fig. 10).
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Fig. 9. Distribucién de la DOI del VEGFR-2 de los casos estudiados.
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Fig. 10. Canino, hembra, carcinoma mamario simple anaplasico. IHQ anti-F/k-1.
LSAB2-HRP. DAB.

Izq. Marcacion positiva de membrana y citoplasmatica en las células tumorales. Obj. 40X.
Der. Células endoteliales inmunomarcadas. Obj. 100X.
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Angiogénesis: densidad de microvasos (DMV).
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En la tabla 5 se presentaron los datos correspondientes a la DMV de cada caso. En la figura
11 se observan el histograma correspondiente a la distribucion de frecuencias de la DMV en la
poblacién estudiada y el resumen de sus datos. Se encontré marcacién positiva, tanto en

microvasos como en células y en grupos celulares, algunos cordonales (figura 12).

n: 136
media: 84,9

mediana: 70
00 10 1800 2000 0 2900 DS- 53 .50
00 GO0 4000 1900 1800 =200 ) !

Fig. 11. Distribuciéon de la DMV de los casos estudiados.
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Fig. 12. Canino, hembra, carcinoma mamario simple tubular. IHQ anti-vWF. LSAB2-HRP. DAB.
Flechas: células positivas. Obj. 40X.

Muestras de los linfonédulos. Estudios histopatolégico e inmunohistoquimico



Doce de los 87 casos originalmente negativos (9%) se diagnosticaron como positivos luego de
la observaciéon de nuevos cortes (H-E). Mediante IHQ se hallaron micrometastasis ocultas en
los LNs en 13 casos. Luego de estos procedimientos se consideraron como (+) 74 LNs (fig.13
A y 13 B). En las figuras 14 y 15 se muestra el aspecto de las metastasis puestas de
manifiesto mediante revision de nuevos cortes y mediante marcacion IHQ, respectivamente.

NEGATIVOS: 87
64%

POSITIVOS: 49
36%

Fig. 13 A. Estado de los LNs (diagnostico original).
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(DIAGNOSTICO
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Fig. 13 B. Estado de los LNs (revision actual).



Fig. 14. Canino, hembra, LN. A. Micrometastasis hallada en revisién histopatolégica. H-E.
Obj. 40X. B y C. IHQ anti-citoqueratinas. LSAB2-HRP. DAB. Flechas: células positivas.
Cabezas de flecha: hemosiderina en el citosol de macrofagos. Obj.100 X.



Comparaciones de parametros histopatolégicos e inmunohistoquimicos entre si

En la tabla 7 se presentan diferentes caracteristicas histopatolégicas (presencia de EN, GH y

estado de los LNs) de los casos estudiados, clasificados segun el tipo histolégico.

Tabla 7. Presencia de émbolos neoplasicos, grado histoloégico y estado de los LN de los casos

estudiados, clasificados segun el tipo histolégico.

TIPO EN (+) EN() GHI GHII GHII LN(+) LN() TOTAL
HISTOLOGICO (1) 2 (3) (4) (5) (6) (7)
carcinoma - 29 16 13 - 6 23 29
complejo

carcinoma simple 1 6 6 1 - 0 7 7
tubular

carcinoma simple 11 22 1 20 12 20 13 33
papilar

carcinoma simple 11 10 - 1 20 14 7 21
solido

carcinoma simple 5 1 - - 6 5 1 6
anaplasico

carcinoma de - 4 - 1 3 1 3 4
células escamosas

carcinosarcoma 12 24 - 8 28 28 8 36
TOTAL 40 96 23 44 69 74 62 136

(1) Presencia de émbolos neoplasicos en vasos tumorales

(2) Ausencia de émbolos neoplasicos en vasos tumorales

(3) Grado histologico |

(4) Grado histologico

(5) Grado histologico I

(6) Células carcinomatosas en linfonédulo regional (analisis histopatolégico € inmunohistoquimico)

(7) Ausencia de células carcinomatosas en linfonédulo regional (analisis histopatoldgico e
inmunohistoquimico)



TIPO HISTOLOGICO
v TH/EN

En la tabla 8 se muestra la frecuencia de neoplasias con o sin EN, clasificadas segun las
cuatro categorias mas amplias de TH (CC, Cs, CS y tipos especiales de carcinoma -en este
trabajo, se trata de CCE-). En la tabla 9 se comparan unicamente los carcinomas simples
entre si, entre los que se encontraron diferencias significativas con la prueba de x*. En la
tabla 10 se muestran los resultados para la comparacién de carcinomas simples papilares,
sélidos, anaplasicos y carcinosarcomas, entre quienes las diferencias pueden atribuirse al

azar, de la misma manera que las halladas entre CC, Cs tubulares y CCE (tabla 11).

Tabla 8. Frecuencia de neoplasias con o sin EN, clasificadas segun el TH.

TH EN + EN - TOTAL
CC 0 29 29
Cs 28 39 67
CS 12 24 36
CCE 0 4 4
TOTAL 40 96 136

Tabla 9. Frecuencia de tumores con o sin EN, segun el tipo de carcinoma simple (p=0,039").

TH EN + EN - TOTAL
Cs tubulares 1 6 7
Cs papilares 11 22 33
Cs solidos 11 10 21
Cs anaplasicos 5 1 6
TOTAL 28 39 67

Tabla 10. Frecuencia de carcinomas simples papilares, sélidos, anaplasicos y carcinosarcomas

con o sin EN (p=0,113).

TH EN + EN - TOTAL
Cs papilares 11 22 33
Cs solidos 11 10 21
Cs anaplasicos 5 1 6
CS 12 24 36
TOTAL 39 57 96

Tabla 11. Frecuencia de carcinomas complejos, simples tubulares y de células escamosas

con o sin EN (p=0,105).

TH EN + EN - TOTAL
CC 0 29 29
Cs tubulares 1 6 7
CCE 0 4 4
TOTAL 1 35 36




v TH/GH
En la tabla 12 se presenta la frecuencia de carcinomas de diferente grado histoldgico

clasificados segun las cuatro categorias de TH

Tabla 12. Carcinomas de GH |, Il y Il clasificados segun TH.

TH | ! il | TOTAL

CcC 16 13 0 29

Cs 7 22 38 67

CS 0 8 28 36

CCE 0 1 3 4

TOTAL 23 44 69 136
v. TH/LN

Las diferencias entre carcinomas complejos, simples (tomados como grupo) Yy
carcinosarcomas fueron significativas (p= <0,0001). Se encontraron diferencias altamente
significativas (p=<0,0001) con respecto a la frecuencia de metastasis en el LN entre Cs
tubulares vs todos los otros subtipos de Cs, y significativas entre Cs papilares y Cs
anaplasicos (p=0,017). Las probabilidades de que las diferencias se deban al azar en la
comparacion entre CC, Cs tubulares y CCE y entre Cs anaplasicos y CS son altas (p=0,41y

p= 0,96, respectivamente).

v  THI/IP

En la tabla 13 se consignan las medias y desvios estandar del IP segun el TH.

Tabla 13. Medias y desvios estandar de IP correspondientes a diferentes TH.

TH Media DE
CcC 36,6 7.1
Cs tubular 34,6 7,6
Cs papilar 43,9 10,4
Cs solido 447 9,7
Cs anaplasico 48,5 6,6
CCE 36,5 6,4
CS 44.6 9,8




Los datos presentados en la tabla 13 fueron analizados mediante ANOVA (tabla 14). Los IP
son significativamente diferentes entre neoplasias de distinto TH. Los CC, Cs tubulares y CCE
son homogéneos entre si respecto de sus IP, al igual que los Cs papilares, soélidos y

anaplasicos y los carcinosarcomas (tablas 15y 16).

Tabla 14. Resultado de la comparacion de las medias de IP mediante ANOVA (p=0,001").

sumatoria de grados media F p
cuadrados de cuadratica
libertad
intra grupos 2110,8 6 351,8 4,135 0,001
entre grupos 10974,9 129 85
total 13085,7 135

Tabla 15. Resultado de la comparacion de las medias de IP entre carcinomas complejos, carcinomas

simples tubulares y carcinomas de células escamosas (p= 0,798).

sumatoria de grados media F p
cuadrados de cuadratica
libertad
intra grupos 23,606 2 11,803 0,227 0,798
entre grupos 1925,793 37 52,048
total 1949,399 39

Tabla 16. Resultado de la comparacion de las medias de IP entre carcinomas simples papilares, solidos

y anaplasicos y carcinosarcomas (p= 0,780).

sumatoria de grados media F p
cuadrados de cuadratica
libertad
intra grupos 106,885 3 35,628 0,362 0,780
entre grupos 9049,158 92 98,360
Total 9156,042 95

Las unicas diferencias significativas en el IP de las neoplasias luego de su comparacion
de a pares de TH (mediante la prueba de t) solo se hallaron entre los CC y los Cs o los CS
(tabla 17). Todas las demas comparaciones arrojaron diferencias debidas al azar, incluida la
comparacion entre diferentes carcinomas simples. Si bien los datos provenientes de
carcinomas anaplasicos (media: 48,56) fueron notablemente superiores a otros carcinomas

simples, el haberlos retirado del analisis no cambid la significacién de los resultados.



Tabla 17. Comparacion del IP entre pares de TH mediante la prueba de t.

Carcinomas complejos (media 36,66) vs. p=
carcinomas simples (media 42,98) 0,0002"
carcinosarcomas (media 44,60) 0,0003™
carcinomas de células escamosas (media 36,55) 0,97

Carcinomas simples vs
carcinosarcomas 0,64
carcinomas de células escamosas 0,11

Carcinomas mixtos vs

carcinomas de células escamosas 0,08

v' TH/ EXPRESION DEL VEGFR-2. Densidad 6ptica integrada (DOI)

En la tabla 18 se consignan las medias y desvios estandar de la DOI segun el TH.

Tabla 18. Medias y desvios estandar de las DOI correspondientes a diferentes THSs.

TH Media DE

CcC 71997.,5 83462,2

Cs tubular 65366,4 119787.,4

Cs papilar 280032,8 265700,1

Cs solido 349561,2 297634,8

Cs 449051,2 414189,3

anaplasico

CCE 35122 26684 1 Los datos presentados en la tabla 18 fueron
CcS 395358,9 321218,7 | analizados mediante ANOVA 'y como

resultado se observo que los distintos TH son heterogéneos con respecto a sus DOI (tabla 19).
Se realizé también la comparacion entre CC, Cs tubulares y CCE (tabla 20), los que se
comportaron como grupo, asi como también entre Cs simples papilares, solidos y anaplasicos

y CS, con igual resultado (tabla 21).

Tabla 19. Resultado de la comparacion de las medias de la DOI mediante ANOVA (p= 0,0000002").



sumatoria de grados de media F p
cuadrados libertad cuadratica
intra grupos 2543056385894,5 6 423842730982 6,22 0,00
entre grupos 8783213590134,7 129 68086927055,3
total 11326269976029,2 135

Tabla 20. Resultado de la comparacion de las medias de la DOI entre carcinomas complejos,

carcinomas simples tubulares y carcinomas de células escamosas (p= 0,733).

sumatoria de grados de media F p
cuadrados libertad cuadratica
intra grupos 4806880907,8 2 24034404539 0,31 0,73
entre grupos 283276834249,6 37 7656130655,3

total 288083715157,4 39

Tabla 21. Resultado de la comparacién de las medias de la DOI entre carcinomas simples papilares,
sélidos, anaplasicos y carcinosarcomas (p= 0,369).

sumatoria de grados de media F p
cuadrados libertad cuadratica
intra grupos 294400777151,4 3 98133592383,8 1,06 0,37
entre grupos 8499936755885, 1 92 92390616911,7

total 8794337533036,6 95

La mediana de la DOI para los casos estudiados fue de 129847. Tomando en cuenta ese valor
se establecieron dos grupos: neoplasias con DOI baja y alta. En la tabla 22 se muestran
clasificadas segun TH. Si bien el valor de p de azar mediante x* fue menor que mediante el

analisis de varianzas, la interpretacion no vario.

Tabla 22. Neoplasias de alta y baja DOI presentadas en funcién del TH (p= 0,00004").

TH DOI alta DOI baja TOTAL
CC 6 23 29
Cs 38 29 67
CS 24 12 36
CCE 0 4 4
TOTAL 68 68 136

v" TH/ DENSIDAD DE MICROVASOS (DMV)

En la tabla 23 se consignan las medias y desvios estandar de la DMV segun el TH.



Tabla 23. Medias y desvios estandar de la DMV correspondientes a diferentes THs.

TH Media DE
CC 47,7 26
Cs tubular 64,9 10,4
Cs papilar 94,7 491
Cs solido 98,6 64,5
Cs anaplasico 571 36,1
CCE 81,6 58,6
CS 106,5 58

Se encontraron marcadas diferencias en la DMV de neoplasias de distinto TH (tabla 24). Se
compararon, ademas, CC, Cs tubulares y CCE entre si, los que se comportaron como grupo,
de la misma manera que los Cs simples papilares, solidos y anaplasicos y CS, entre si (tablas

25y 26, respectivamente).

Tabla 24. Resultado de la comparacion de las medias de la DMV en diferentes TH (p=0,00000017").

sumatoria de grados media F p
cuadrados de cuadratica
libertad
intra grupos 71467 6 11911,1 4,878 0,000
entre grupos 3149921 129 24417
Total 3864591 135

Tabla 25. Resultado de la comparacion de las medias de la DMV entre carcinomas complejos,
carcinomas simples tubulares y carcinomas de células escamosas (p= 0,057).

sumatoria de grados media F p
cuadrados de cuadratica
libertad
intra grupos 5024,6 2 2512,3 3,106 0,057
entre grupos 29931,2 37 808,9
total 34955,9 39

Tabla 26. Resultado de la comparacion de las medias de la DMV entre carcinomas simples papilares,
solidos y anaplasicos y carcinosarcomas (p=0,248).

sumatoria de grados media F p
cuadrados de cuadratica



intra grupos
entre grupos

Total

La mediana de la DMV para los casos estudiados fue de 70. Tomando en cuenta ese valor se
establecieron dos grupos, neoplasias con DMV baja y con DMV alta. En los diferentes THs se
observaron DMVs altas y bajas en proporciones muy disimiles (tabla 27). En la tabla 28 se

muestra el mismo tipo de andlisis aplicado solo a carcinomas simples (mediana=77), con igual

13006,480
285060,857
298067,337

interpretacion segun el X%

libertad
3
92
95

4335,493
3098,488

Tabla 27. Neoplasias con DMV alta y baja presentadas segun TH (p= 0,0008**).

TH DMV alta DMV baja TOTAL
CcC 5 24 29
Cs 34 33 67
CS 27 9 36
CCE 2 2 4
TOTAL 68 68 136
Tabla 28. Carcinomas simples con DMV alta y baja (p=0,014").

Carcinomas simples | DMV alta DMV baja TOTAL
Cs tubular 1 5 6
Cs papilar 19 13 32
Cs solido 12 9 21
Cs anaplasico 1 5 6
TOTAL 33 33 66*

* el n de carcinomas simples es menor que el consignado en la tabla 24 debido a que se retiré del

analisis el Cs papilar cuya DMV fue igual a la mediana.

GRADO HISTOLOGICO

v" GH/EN

1,399




En la tabla 29 se presentan las neoplasias de diferente GH, agrupadas en funcion de la
presencia de EN. Se encontraron diferencias significativas entre los tumores GH | y Il con

respecto a los de GH lll, pero no entre los dos primeros.

Tabla 29. Presencia de EN en neoplasias de GH | y Il con respecto a las GH Il (p=0,000000026").

GH EN + EN - TOTAL

lyll OF I (1) | 64 (22) )| 67 (23)
(In () (42) (44)

11} 37 32 69

TOTAL 40 96 136

v" GH/LN

Los tumores con mayor o menor diferenciacion histoldgica originaron metastasis en los LNs en

proporciones muy desiguales. Las frecuencias de cada grupo y los resultados del analisis de

X2 se muestran en la tabla 30.

Tabla 30. Metastasis en los LNs segun GH (1 vs Il p=0,00039", 1 vs lll p= 0,00008"~

y Ilvs 1Il p= 0,005").

GH LN + LN - TOTAL
| 1 22 23

Il 22 22 44
11} 51 18 69
TOTAL 74 62 136
v GH/IP

En la tabla 31 se consignan las medias y desvios estandar del IP en tumores de GH |, 1l y lll.

La actividad proliferativa fue notoriamente disimil entre ellos (tabla 32).

Tabla 31. Medias y desvios estandar de IP correspondientes a neoplasias de distintos GH.

GH Media DE
I 36,8 8,07
Il 39,3 9,6
1l 45,8 9,1

Tabla 32. Resultado de la comparacion de los IP medios mediante ANOVA (p= 0,00067").

sumatoria de

grados

media cuadratica

F



cuadrados de

libertad
intra grupos 1958,128 2
entre grupos 11127,656 133
Total 13085,784 135
v GH/DOI

979,064 11,702
83,667

0,000

En la tabla 33 se consignan las medias y desvios estandar de la DOI segin GH. Su andlisis

arrojo diferencias de significacion estadistica (tabla 34).

Tabla 33. Medias y desvios estandar de la DOI correspondientes a neoplasias de distintos GHs.

GH Media DE
I 68725,1 89079,5
Il 198948,3 237862,9
Il 374792,4 316442,1

Tabla 34. Resultado de la comparacion de las medias de la DOI de neoplasias de distinto GH

(p=0,0001").

sumatoria de grados

cuadrados de
libertad
intra grupos 1909586647350,7 2
entre grupos  9416683328678,5 133
Total 11326269976029,2 135

v" GH/DMV

media cuadratica F p

954793323675,3 13,485
70802130290,8

0,000

En la tabla 35 se consignan las medias y desvios estandar de la DMV segun GH. La DMV fue

desigual entre tumores de GH I, Il y Il (tabla 36).

Tabla 35. Medias y desvios estandar de la DMV correspondientes a neoplasias de distintos GH.

GH Media DE
I 53 19,8
Il 75,5 43,8
Il 101,3 60,5

Tabla 36. Resultado de la comparacion de las medias de DMV (p= 0,00021**).

sumatoria de

grados

media F p



cuadrados de cuadratica
libertad
intra grupos 45852,967 2 22926,484 8,952 0,000
entre grupos 340606,1 133 2560,949
Total 386459,162 135

EMBOLOS NEOPLASICOS

v EN/LN

La tabla 37 muestra la frecuencia comparada de desarrollo de metastasis en LNs entre
tumores en los que se observaron EN y aquellos en los que no se pusieron en evidencia
(prueba de x2). Es muy poco probable que las diferencias entre ambos grupos se debieran al

azar.

Tabla 37. Hallazgo de metastasis en el LN segun EN (p=0,00000008").

EN LN () LN (+) TOTAL
NO 58 38 96
S| 4 36 40
TOTAL 62 74| 136

INDICE DE PROLIFERACION

v IP/EN

Las neoplasias con mayor actividad proliferativa ocasionaron émbolos en los vasos

peritumorales mas frecuentemente que aquellas con IP menor (tabla 38).

Tabla 38. Medias y desvios estandar de IP correspondientes a neoplasias sin émbolos neoplasicos y

con émbolos neoplasicos en los vasos tumorales (p= 0,00001**).

EN Media DE
NO 39,4 8,6
Sl 48,7 9,5

v IP/LN



Segun la prueba de t para la comparacion de los IP medios entre neoplasias LN (-) y LN (+), las

diferencias entre ambos grupos son altamente significativas (tabla 39).

Tabla 39. Medias y desvios estandar de IP correspondientes a LN (-) y LN (+) (p= 0,00013").

Estado Media DE
del LN
(-) 38,7 9,2
(+) 45,08 9,4

El valor de la mediana de IP fue 41,05. Tomando como referencia este valor, se establecieron
dos grupos: neoplasias con IP bajo (<6= 41,05) y neoplasias con IP alto (>41,05). En la tabla
40 se observa la frecuencia de neoplasias de bajo y alto IP en funcion de la presencia de
metastasis en el LN. El valor de p fue extremadamente bajo como para considerar que las

diferencias halladas pudieron haberse debido al azar.

Tabla 40. Neoplasias con IP bajo y alto y frecuencia de metastasis en cada grupo (p=<0,00001**).

LN (-) LN (+) TOTAL
IP bajo 44 23 67
IP alto 18 51 69
TOTAL 62 74 136

v IP /| EXPRESION DEL VEGFR-2. Densidad optica integrada (DOI)




La eventual asociacion entre ambas variables se analiz6 mediante la obtencion de un
coeficiente de correlacion. Se hallé correlacion positiva entre la actividad proliferativa y la
expresion del VEGFR-2. El coeficiente obtenido indica asociacion estadisticamente
significativa entre las variables sin verse sustancialmente alterado por el valor de DMV. Por lo
tanto, el IP aumenta conforme aumenta la expresion del VEGFR-2, independientmente de la

densidad de vasos que perfundan la neoplasia (tabla 41, figura 15 y tabla 42).

Tabla 41. Método de correlacion de Pearson para determinar la asociacion entre el IP y la DOIL.

IP DOI

IP correlacion de Pearson 1,000 0,329~
nivel critico bilateral , ,000

n 136 136

DOI correlacion de Pearson 0,329 1,000
nivel critico bilateral ,000 ,

N 136 136

**correlacion significativa para un nivel de p= 0,01 (coeficiente de correlacién > nivel critico). Se calcul6 el
coeficiente de correlacion de Spearman con iguales resultados.
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Fig. 15. Grafico de dispersion de los casos en el que x= IP e y= DOI.

Tabla 42. Coeficiente de correlacion parcial: control del factor DMV.

| control vasos_x |



IP DOI

IP 1,000 0,3254"
p= 10,0 p= 0,0

DOl 0,3254" 1,000
p=0,0 p=0,0

Para averiguar en qué magnitud varia el IP en funcién de un incremento de la DOI se intenté
realizar el analisis de regresion entre ambas variables, que no cumplieron el supuesto de

normalidad requerido (fig. 16).

0,00 J

" L) L) L)
0,00 25 50 75 1,00

Fig. 16. Grafico de residuos para el analisis de regresion lineal de IP y DOI. Los residuos observados
(m===- ) no se ajustan a la diagonal esperada ( ). Las variables no cumplen el supuesto de
normalidad requerido para establecer una curva de regresion.

Si bien existe correlacién entre ambas variables, la clasificacion de una neoplasia en funcion
de su IP (bajo o alto) no permite predecir la expresion del VEGFR-2, o viceversa, segun los
resultados obtenidos con la prueba de »*, que indican que es altamente probable que las

diferencias entre los grupos obedezcan al azar (tabla 43).

Tabla 43. Comparacion del IP y la DOI de los tumores como datos cualitativos (p= 0,92).

DOI baja DOl alta TOTAL
IP bajo 35 33 68
IP alto 33 35 68
TOTAL 68 68 136

v IP/DMV




El coeficiente obtenido indica que no existe asociacion estadisticamente significativa entre

ambos parametros (tabla 44).

Tabla 44. Método de correlacion de Pearson para determinar la asociacion entre el IP y la DMV.
IP DMV
IP correlacion de Pearson 1,000 0,058”
nivel critico bilateral , 0,501
n 136 136
DMV correlacion de Pearson 0,058” 1,000
nivel critico bilateral 0,501 |
n 136 136

"correlacion sin significacion (coeficiente de correlacién < nivel critico). Se calculd el coeficiente de correlacion de
Spearman con iguales resultados.

Asi como en la comparacién anterior, la clasificacién de una neoplasia de manera categoérica

en funcion de su IP no permite predecir la DMV, o viceversa (tabla 45).

Tabla 45. Comparacion del IP y la DMV de los tumores como datos cualitativos (p= 0,41).

DMV baja DMV alta TOTAL
IP bajo 36 32 68
IP alto 32 36 68
TOTAL 68 68 136

ANGIOGENESIS




v DOI/ DMV

En los tumores estudiados se puso en evidencia la significativa asociacion entre la expresién

del VEGFR-2 y la densidad de microvasos (tabla 46 y figura 17). Al clasificar las neoplasias en

grupos (DOI y DMV bajas/altas) y comparar esos datos se encontraron diferencias notables

(tabla 47).
Tabla 46. Método de correlacion de Pearson para deteminar la asociacion entre la DOI del VEGFR-2
y la DMV.
DOI DMV
DOI correlacion de Pearson 1,000  0,270°
nivel critico bilateral , 0,001
N 136 136
DMV  correlacién de Pearson 0,270 1,000
nivel critico bilateral 0,001 :
N 136 136

**correlacion significativa para un nivel de p= 0,01. Se calcul6 el coeficiente de correlacion de Spearman

con iguales resultados.
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Fig. 17. Grafico de dispersion de los casos en el que x= DOl e y= DMV.
Las variables no cumplieron el supuesto de normalidad requerido para construir una curva de regresion.

Tabla 47. Prueba de x* para comparar las frecuencias de tumores con DMV y DOI bajas/altas

(p=0,0015").

DMV baja DMV alta TOTAL
DOI baja 41 27 68
DOI alta 26 42 68
TOTAL 68 68 136

v DOly DMV /EN



En las tablas 48 y 49 se presentan las medias de la DOI y la DMV, respectivamente, en
funcion de la presencia de EN. El resultado de su analisis (tabla 50) permite colegir que el
perfil angiogénico fue disimil entre las neoplasias que originaron EN y aquellas que no, Las
diferencias encontradas en la DOI de esos tumores tienen menos probabilidades de deberse al
azar que las correspondientes a la DMV. Esta observacién es parcialmente coincidente con la
realizada al tratar los datos de DOI y DMV en categorias baja/alta (tablas 51 y 52). La relacion
entre EN y DOI se mantuvo, pero las diferencias entre tumores sin/con émbolos y baja/alta

densidad de vasos se debio al azar, para un umbral de confianza de p<0,05.

Tabla 48. Medias y desvios estandar de la DOI correspondientes a neoplasias sin émbolos y con
émbolos neoplasicos.

EN Media DE
NO 181113,6 235140,1
Sl 470204,3 308591,2

Tabla 49. Medias y desvios estandar de la DMV correspondientes a neoplasias sin émbolos y con
émbolos neoplasicos.

EN Media DE
NO 77,6 50,06
Sl 102,1 58,03

Tabla 50. Resumen de la prueba de t: comparacion de medias de la DOl y de la DMV entre neoplasias
con y sin émbolos en los vasos tumorales (p para DOI =0,0001; p para DMV= 0,014).

Prueba de Levene prueba de t
(homogeneidad para
de varianzas) medias
F p T grados de p (para prueba
libertad de dos colas)
DOI 6,53 | 0,01 -5,317 58,741 0,0001"
DMV ,960 | 0,32 -2,484 134 0,014~
Tabla 51. Presencia de EN en relacidn con la DOI, prueba de x2 (p= 0,0006").
DOI baja DOI alta TOTAL
EMBOLOS (-) 59 37 96
EMBOLOS (+) 9 31 40
TOTAL 68 68 136

Tabla 52. Presencia de EN en relaciéon con la DMV, prueba de x2 (p= 0,132).

DMV baja DMV alta TOTAL
EMBOLOS (-) 52 44 96
EMBOLOS (+) 16 24 40
TOTAL 68 68 136

v DOly DMV/LN



Se analizé la relacion entre ambos parametros (DOl y DMV) y la presencia de metastasis en el
linfonddulo (mediante sendas pruebas de f). En la tabla 53 se muestran los valores medios de
DOI y DMV en los grupos de neoplasias LN (-) y LN (+). Ambos parametros se asociaron

estrechamente con la probabilidad de desarrollo de metastasis en el LN

Tabla 53.Valores medios de DOl y DMV en neoplasias LN(-) y LN(+) (p<0,0009** para la prueba de t).

LN (-) LN (+)
DOI 57,6 485,7
DMV 68,47 89,40

v" TODAS LAS VARIABLES / LN

A partir de la regresién logistica multiple por pasos fueron seleccionadas dos variables para la
prediccion del estado del LN: EN y DOI del VEGFR-2. Las variables, valor de la estimacion,

limites del intervalo de confianza y valor de p se muestran en la tabla 54.

Tabla 54. Analisis de regresion logistica multiple por pasos.

variable estimacion | limite menor (intervalo | limite mayor (intervalo de | p=
seleccionada de confianza, 95 %) confianza, 95 %)

EN 0,938 0,252 1,624 0,007
DOI 0,0001 0,000001 0,001 <0,001"

CARACTERISTICAS GENERALES DEL GRUPO Il (n = 34)



® Edad

El promedio de edad de las pacientes de este grupo fue: 9,6 anos (rango 4-15).

® Raza

Catorce de las perras eran mestizas, cuatro de raza ovejero aleman, tres bretonas, dos
pequinesas, dos cocker spaniel, dos dobermann, dos fox terrier y una de cada una de las
siguientes razas: basset hound, ovejero belga, labrador retriever, rottweiler y viejo pastor

inglés.

® Tamario de la neoformacion

El rango del tamaino de las masas tumorales se encontré entre 0,3 cm y 15 cm. La frecuencia
de hallazgo de metastasis en los LNs fue significativamente diferente entre neoplasias < 3 cm

vs aquellas > 3 cm (tabla 55).

Tabla 55. Metastasis en los LNs en neoplasias de diferente tamafio (p= 0,028").

Tamano LN + LN - TOTAL
<3cm 3 10 13
>3 cm 13 8 21
TOTAL 16 18 34

No se encontraron diferencias en el comportamiento angiogénico entre neoplasias de
diferentes tamarios (tabla 56). Aun en algunas neoplasias pequefias® se registraron valores
altos® de expresién del VEGFR-2 (4/13) y de DMV (5/13); por el contrario, en algunas
neoplasias de mayor tamafo se hallaron valores bajos para ambos parametros (11/21 y 7/21,

respectivamente).

Tabla 56. Medias de la DOl y la DMV para neoplasias de diferente tamafio y resultado de su
comparacion.

Tamaiio DOl DMV
<3cm 170978,4 61,53
>3 cm 203810,04 67,30
p= (prueba de t) 0,081 0,17

® Tiempo de evolucién

¥jgual 6 < 3cm )
mayores que la mediana



En trece casos la evolucion no se conocia. En los casos de evolucion conocida, ésta se

encontraba entre una semana y dos anos, segun el relato de los propietarios.

® Localizacién
La localizacion de las neoplasias analizadas se muestra en la tabla 57. Sobre 34 neoplasias

analizadas, 31 correspondieron a mamas de los ultimos tres pares.

Tabla 57. Frecuencia de neoplasias en las distintas mamas.

cadena mamaria izquierda neoplasi cadena mamaria neoplasi
(mama afectada) as derecha as
toracica craneal 0 toracica craneal 1
toracica caudal 1 toracica caudal 1
abdominal craneal 1 abdominal craneal 2
abdominal caudal 2 abdominal caudal 7
inguinal 10 Inguinal 9

® Estado del LN

En siete de los diez casos en que se habia comprobado linfoadenomegalia, mediante el
examen fisico, se encontraron metastasis. En nueve de los LN que se diagnosticaron como
positivos mediante tincion de rutina no se habian reconocido anormalidades durante el examen
fisico. En un LN aparentemente normal se detectaron micrometastasis ocultas mediante IHQ.
Luego de los diversos procedimientos de determinacion del estado del LN, dieciséis sobre un

total de 34 se consideraron positivos.

® Metastasis a distancia

En un caso se encontré una imagen ecografica compatible con metastasis a distancia (al

linfonddulo iliaco medial).

® Estadio de la enfermedad




Se encontraron diez pacientes en estadio |, tres en estadio Il, cinco en estadio Il y dieciséis en

estadio IV.

® Tipo histoldgico

Los THs hallados y su frecuencia se muestran en la tabla 58.

Tabla 58. Frecuencia de los distintos tipos histolégicos en la muestra analizada.

TH TOTAL
carcinomas complejos 7
carcinomas simples 20
tubulares 3
papilares 6
solidos 9
anaplasicos 2
carcinosarcomas 7
TOTAL 34

® Grado histolégico

Nueve de los tumores eran de GH |, diez de GH Il y quince de GH Il

® Presenciade émbolos

En nueve de 34 neoplasias se observaron émbolos carcinomatosos en los vasos

peritumorales.

® indice de proliferacion

El promedio de proliferacién fue de 41,28 con una mediana de 40,55 y un rango entre 28,8 y
60,7. Se indago acerca de la eventual asociacion entre la actividad proliferativa de la neoplasia

y el tamafo tumoral, y entre la proliferaciéon y la edad de la paciente, mediante sendos analisis



de correlacion. Los resultados permitieron desestimar la asociacion en ambos casos (tablas 59

y 60, respectivamente).

Tabla 59. Andlisis de correlacion de Pearson para estimar la asociacion entre el IP del tumor y la
edad de la paciente.

EDAD IP
EDAD correlacion de Pearson 1,000 0,146”
nivel critico bilateral , 0,410
n 34 34
IP correlacion de Pearson 0,146” 1,000
nivel critico bilateral 0,410 ,
n 34 34

“correlacion sin significacion. Se calculé el coeficiente de correlacion rho de Spearman con iguales
resultados

Tabla 60. Analisis de correlacién rho de Spearman para estimar la asociacion entre el IP y el tamafio

del tumor.

IP TAMANO

IP coeficiente de correlacion 1,0 0,100”
nivel critico bilateral , 0,575

n 34 34

TAMANO coeficiente de correlacion 0,100” 1,000
nivel critico bilateral 0,575 ,

n 34 34

"correlacion sin significacion

® Expresion del VEGFR-2

La media de la DOI de expresién del VEGFR-2 fue de 262478,7 y la mediana de 111815,3.

® Densidad de microvasos/mm?

La media de la DMV/mm? fue de 64,7 y la mediana de 66,7.



® Sequimiento clinico. Los resultados se muestran en la tabla 61

Tabla 61. Eventos relevantes ocurridos durante los 18 meses de seguimiento.

| Il \'} Vi
pacientes pacientes en las que pudo pacientes pacientes
realizarse el examen
para o v censuradas no
seguimiento examinadas
S/IP muertas
durante
el periodo
A 1° 34 23" 6 4 1
examen (casos 7, 8, 16, 27, | (casos 24,
(6 meses 28, 29) 30+, 31, 32)
pos
diagnéstico)
B 2° 24 18% ninguna 4 2
examen | (IA-[IVA+V (caso0s11,12
(12 meses A] ) 13, 25)
pos
diagnostico)
c 3° 20 19~ 1 ninguna ninguna
examen | (IB-VB]) (caso 23)
(18 meses
pos
diagnostico)

S/P: sin particularidades

** el seguimiento del caso 20 se realiz6 telefénicamente

11 censurada por muerte no relacionada con la neoplasia en estudio

1t fallecié 5 meses PD durante la quimioterapia

§§ el seguimiento del caso 22 se realizé a los 11 meses por imposibilidad del propietario de
concurrir a los doce. El seguimiento del caso 29 se realiz6 telefénicamente

pacientes vivas al finalizar el periodo

Siete sobre un total de ocho muertes ocurridas durante el periodo se atribuyeron a las
consecuencias de la neoplasia mamaria. A dos de las pacientes se les practicé eutanasia
debido al deterioro general y a la disnea asociada a las metastasis pulmonares. Tres de las
muertes ocurrieron un mes después del diagnéstico, dos a los cinco meses aproximadamente,
y las restantes a los cuatro y catorce meses luego del diagnéstico. Ocho fueron censuradas
(excluidas del estudio de seguimiento) en razén de comenzar quimioterapia (casos 25, 30 y
31), hacerse inaccesibles para su seguimiento (casos 11, 12, 13 y 32) o debido a muerte por

causa no relacionada (caso 24).



Tiempo de supervivencia
-Pacientes con supervivencia baja: 6
-Pacientes con supervivencia media: 1

-Pacientes con supervivencia alta: 19

Segun surge del analisis de los datos, la probabilidad de vida luego de 1 mesy alos 4,5y 14-

18 meses fue de 0,91, 0,87, 0,81 y 0,77, respectivamente (fig. 18).
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Fig. 18. Curva de supervivencia construida mediante el método de Kaplan-Meier. En el eje de las
abscisas se consigna el tiempo de seguimiento en meses, mientras que en el eje de las ordenadas
consta la probabilidad (p) de supervivencia.



RELACION DE LAS CARACTERISTICAS ESTUDIADAS CON EL TIEMPO DE

SUPERVIVENCIA (para n = 26)

® Edad /supervivencia

Los promedios de edad en el momento del diagnéstico fueron

SB: 11,3 afos

SM: 15 afios (1 caso)

SA: 8,3 afios

El caso de SM se exceptud del analisis. Las diferencias en la edad promedio de las pacientes
segun el tiempo de supervivencia fueron significativas segun la prueba de t, pero el valor de p

(0,0482) puede considerarse limitrofe en razén de la baja n.

® Tamarfio/supervivencia

Si bien se constatd supervivencia alta en 9 de las 10 pacientes con neoplasias de 3 cm o
menos, aquellas con neoplasias de mayor tamafio tuvieron supervivencia baja o alta en similar
proporcion. Las diferencias entre los grupos no alcanzaron significacion estadistica (tabla 62).

Tabla 62. Supervivencia de las pacientes con distinto tamafio tumoral (p= 0,122).

Supervivencia SB O SM SA TOTAL
Tamano
<3cm 1 9 10
>3 cm 6 10 16
TOTAL 7 19 26

SB, SM, SA: supervivencia baja, media y alta, respectivamente

® Tiempo de evolucidn/supervivencia

El promedio de evolucién en los casos de SB o SM (5 casos con datos) fue de 201,4 y el de

aquellos con SA fue de 222 dias (9 casos con datos).

® Localizacidén /supervivencia




Una de 6 pacientes con neoformaciones de los 3 primeros pares y seis de 20 con neoplasias
en los ultimos 2 pares tuvieron supervivencia baja o media. Las diferencias entre los grupos se

atribuyeron al azar segun la prueba de x2 (tabla 63).

Tabla 63. Supervivencia de las pacientes en funcion de la localizacion tumoral (p= 0,2477).

Supervivencia SB o SM SA TOTAL
Localizacion
primeros 3 pares 1 5 6
ultimos 2 pares 6 14 20
TOTAL 7 19 26

SB, SM, SA: supervivencia baja, media y alta, respectivamente

® Estadio/supervivencia

La cantidad de pacientes con SB o SM y SA de distintos estadios clinicos se muestra en la

tabla 64.

Tabla 64. Supervivencia de las pacientes en funcion del estadio clinico.

Supervivencia SB o SM SA TOTAL
Estadio
| 0 8 8
Il 0 2 2
1} 1 2 3
\" 6 7 13
TOTAL 7 19 26

SB, SM, SA: supervivencia baja, media y alta, respectivamente

® Tipo histolégico/supervivencia

La cantidad de pacientes con SB 0 SM y SA en funcion del TH se muestra en la tabla 65.

Tabla 65. Supervivencia de las pacientes en funcion del tipo histolégico.

Supervivencia SB o SM SA TOTAL
TH
CcC 1 5 6
Cs 4 11 15
CS 2 3 5
TOTAL 7 19 26

SB, SM, SA: supervivencia baja, media y alta, respectivamente. TH: tipo histoldgico
® Grado histoloégico/supervivencia




No se encontraron diferencias significativas en la supervivencia de pacientes portadoras de

neoplasias GH I, 11 6 Il (tabla 66).

Tabla 66. Supervivencia de las pacientes con tumores de distinto grado de diferenciacién (p= 0,341).

Supervivencia SB o SM SA TOTAL
GH
| 1 6 7
Il 3 4 7
1] 3 9 12
TOTAL 7 19 26

SB, SM, SA: supervivencia baja, media y alta, respectivamente. GH: grado histolégico

® Presencia de émbolos neoplasicos/supervivencia

Con respecto a su influencia en la SV de las pacientes, en muestras de cuatro de las seis
pacientes que murieron en menos de seis meses se encontré invasion neoplasica en los
vasos. Al analizar los resultados de todo el grupo contrastando categorias mediante la prueba

de x2 (embolos Si/NO, SV baja o media/ SV alta) las diferencias resultaron significativas, pero

p alcanzé un valor cercano al limite de significacion (tabla 67). No obstante, mediante la
prueba del logaritmo del rango aplicada a la curva de supervivencia de Kaplan-Meier (fig. 19),
las diferencias halladas fueron mas notorias (p= 0,0175), con amplia desigualdad en la
probabilidad de supervivencia, por ejemplo, luego de 1, 5 y 18 meses pos diagndstico (0,66,

0,53 y 0,53 para individuos con EN y de 0,99, 0,91 y 0,85 para aquellos sin EN).

Tabla 67.Supervivencia de las pacientes en funcion del hallazgo de émbolos neoplasicos (p= 0,048").

Supervivencia SB o SM SA TOTAL
EN
EN (-) 3 16 19
EN (+) 4 3 7
TOTAL 7 19 26

SB, SM, SA: supervivencia baja, media y alta, respectivamente. EN: émbolos neoplasicos en los vasos tumorales




FUNCIONES DE SUPERVIVENCIA
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Fig. 19. Curvas de supervivencia para pacientes sin y con émbolos neoplasicos y valor de p segun el
logaritmo del rango. En el eje de las abscisas se consigna el tiempo de seguimiento en meses, mientras
que en el eje de las ordenadas consta la probabilidad (p) de supervivencia.

® Estado del LN/supervivencia

Es altamente probable que las diferencias entre casos LN (+) y LN (=) con respecto a la
supervivencia no se hubieran debido al azar (p= 0,027), si se analizan los grupos de perras
con supervivencia baja y media en relacién con el estado del LN (tabla 68). Este resultado se
confirmé mediante la prueba del logaritmo del rango aplicada a la curva de supervivencia

Kaplan-Meier, que arrojé un valor para p= 0,016 (fig.20).

Tabla 68. Supervivencia de las pacientes en funcién del estado del LN (p= 0,027").

Supervivencia SB o SM SA TOTAL
LN
LN (-) 1 12 13
LN (+) 6 7 13
TOTAL 7 19 26

SB, SM, SA: supervivencia baja, media y alta, respectivamente. LN: linfonddulo



FUNCIONES DE SUPERVIVENCIA
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Fig. 20. Curvas de supervivencia para pacientes con y sin metastasis en el linfonédulo y valor de p
segun el logaritmo del rango. En el eje de las abscisas se consigna el tiempo de seguimiento en meses,
mientras que en el eje de las ordenadas consta la probabilidad (p) de supervivencia.

® |IP/supervivencia




Los promedios del IP para los grupos de SB, SM y SA fueron: 40,7, 41,8 y 40,78,

respectivamente. Las diferencias entre los grupos son escasas (fig. 21).
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Fig. 21. Curvas de supervivencia para pacientes con IP alto y bajo (en este concepto se incluyo el caso
con SV media) y valor de p segun el logaritmo del rango. En el eje de las abscisas se consigna el tiempo
de seguimiento en meses, mientras que en el eje de las ordenadas consta la probabilidad (p) de
supervivencia.

® DOl/supervivencia

Los promedios de DOI para los grupos fueron:
SB: 395647,132
SM: 342176,71

SA: 216231,008



Segun el resultado de la prueba de t para la comparacién de medias entre los grupos de
SB/SM y el de SA, las diferencias entre ambos con respecto a su DOI no son significativas y
probablemente se deban al azar (p = 0,267). Similares resultados (aunque con valor de

p=0,1521) se obtuvieron mediante la prueba del logaritmo del rango con la curva de Kaplan-

Meier (fig.22).

FUNCIONES DE SUPERVIVENCIA
1,1
p
1,04
IE 9
+—+ +—+ +
N — DD!
o ALTO
7 + alte censwradas
III
BAJC
B
0 10 20+ bajo censuradas
TIEMPO (MESES)
[ logaritmo del rango= 2,05 GL:1 p=0,152 |

Fig. 22. Curvas de supervivencia para pacientes con DOI alta y baja (en este concepto se incluyo el
caso con SV media) y valor de p segun el logaritmo del rango. En el eje de las abscisas se consigna el
tiempo de seguimiento en meses, mientras que en el eje de las ordenadas consta la probabilidad (p) de
supervivencia.

® DMV/supervivencia

Los promedios de DMV para los grupos fueron:
SB: 57,78
SM: 69,3

SA: 66,73



Segun el resultado de la prueba de t para la comparacion de medias entre los grupos de SB/M
y el de SA, las diferencias entre ambos con respecto a su DMV no son significativas y muy
probablemente se deban al azar (p= 0,686). El analisis de los datos mediante el logaritmo del
rango (p = 0,80) lleva a la misma interpretacion (fig. 23).
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Fig. 23. Curvas de supervivencia para pacientes con DMV alta y baja (en este concepto se incluyo el
caso con SV media) y valor de p segun el logaritmo del rango. En el eje de las abscisas se consigna el

tiempo de seguimiento en meses, mientras que en el eje de las ordenadas consta la probabilidad (p) de
supervivencia.

DISCUSION



Las 1671 neoplasias mamarias diagnosticadas entre 1980 y 2003 en el Instituto de
Patologia Dr Bernardo Epstein constituyeron el 41% del total de tumores de los
caninos y el 67,2% de las neoplasias de las perras en particular, valores notablemente
superiores a aquellos informados por otros autores (132, 133, 134, 136, 137, 138, 140,
141, 142).

Se encontré6 una frecuencia relativamente alta de neoplasias mamarias
malignas. El porcentaje de malignidad, aun durante los afios mas recientes del
relevamiento (1992-2003: 60,96%), es superior al informado en la mayor parte de los
trabajos. La proporcién hallada es mas cercana a la informada en trabajos realizados
en Europa (132, 133, 134, 140, 141) y por el autor japonés (142) cuyos articulos se
consultaron que a la encontrada en estudios realizados en EE.UU. (136, 137, 138).

La mayor proporcion de neoplasias mamarias sobre las totales puede reflejar
una muy alta frecuencia de esta entidad en nuestro medio o, tal vez, el subdiagnostico
de otros tumores originados en 6rganos menos accesibles al diagndstico. La alta
frecuencia de neoplasias mamarias en general, y malignas en particular, podria
atribuirse a la infrecuente ovariectomia temprana de las perras, tanto en nuestro medio
como en el resto de américa latina, Europa y Asia. También podria obedecer a que
gran parte de las neoplasias “clinicamente benignas” son remitidas para diagndstico

histopatolégico en menor proporcion que aquellas “clinicamente malignas”.

Tamano de la neoplasia



En el grupo en que se registré el tamafo, se encontré asociacion entre este parametro y la
frecuencia de metastasis en el LN. Observaciones similares han sido publicadas en medicina
humana (174, 175). Al igual que en los trabajos de Pefia (1998) y de Funakoshi (2000), no se
encontrd relacion entre el IP y el tamafio (164, 201). En el presente estudio no se demostro
relacion entre el tamano de las neoplasias y la supervivencia de las pacientes. Si bien ello
concuerda con los resultados de Karayannopoulou (166), contrasta con los datos obtenidos

por la mayor parte de los autores que estudiaron el tema (142, 162, 176, 177).

Tipo histolégico

Los carcinomas simples fueron los mas numerosos (aproximadamente el 50 % del total) la
mayor parte papilares y solidos, en concordancia con los datos publicados (138, 142). En
orden de frecuencia siguieron los CS (26,47 %). Este valor se aproxima al informado
recientemente por Yang (195) y se contrapone a datos aparecidos en articulos anteriores,
provenientes de un numero mayor de casos, en los que se los consideraba sumamente
infrecuentes (137, 138). Estas discrepancias podrian atribuirse a las dificultades que presentan
las neoplasias mamarias con desarrollo de tejidos cartilaginoso y/u 6seo para su clasificacion.

Dos de cada 10 fueron CC, frecuencia acorde con la conocida para este TH en perras
(142, 155).

Entre los tipos especiales de carcinomas no se diagnosticaron carcinomas de células
fusiformes, mucinosos o ricos en lipidos y los CCE fueron escasos, hallazgo coincidente con la
muy baja frecuencia informada en los textos consultados (155).

En el grupo Il se documentaron proporciones de THs similares a las indicadas para el
grupo |, aunque los Cs se encontraron levemente sobre-representados en detrimento de los

CS. No se diagnosticaron tipos especiales de carcinomas en este grupo.



Con respecto a la frecuencia de hallazgo de émbolos en CC, Cs, CS y CCE, las
diferencias fueron notorias, aunque no se pudo establecer su significacion estadistica’®, lo que
si fue posible para las diferencias entre los subtipos de carcinomas simples.

A diferencia de lo informado por otros autores (164, 201, 207), se pusieron de
manifiesto diferencias significativas en la proliferacion de neoplasias de distintos THs (CC, CS
y CS), aun habiéndose encontrado superposicion de valores en los desvios estandar del IP
como en los trabajos de los autores mencionados.

En relacioén con la presencia de EN, IP y perfil angiogénico (DOI del VEGFR-2 y DMV),
luego de distintos analisis de los datos pudieron establecerse dos grupos de THs: aquel
constituido por tumores con escasos émbolos neoplasicos, bajos IP, DOI del VEGFR-2 y DMV
(CC, Cs tubulares y CCE) y el conformado por neoplasias de caracteristicas opuestas (Cs
papilares, solidos, anaplasicos y carcinosarcomas).

En el grupo compuesto por los CC, Cs tubulares y CCE se observaron EN en 1/36
tumores, los IP fueron los mas bajos, las medias de la DOI ocho veces menores y la DMV de
aproximadamente el 50 % de los valores hallados para el segundo grupo de THs. Los THs que
integran cada grupo fueron mas homogéneos con respecto a sus DOI que a sus DMV. Ya que
la formacién de nuevos vasos es un proceso que involucra multiples vias de sefalizacion (21,
72), la mayor variacion en el nimero de vasos x mm? pudo haberse debido a la participacion
de vias diferentes de la estudiada. La baja expresién del VEGFR-2 en los CC puede ser una
manifestacion del efecto inhibidor de la angiogénesis por parte de las células mioepiteliales.
Este se logra mediante diferentes mecanismos, entre los cuales el impedimento para la
liberacion de la fraccion del VEGF ligada a proteoglicanos de la matriz (124, 126) puede
relacionarse con la baja expresion e VEGFR-2 aqui descripta. Las caracteristicas demostradas
en los CC estudiados (escasa capacidad de invadir los vasos en forma de émbolos, de
proliferar y de generar nuevos vasos) coinciden con lo expresado por varios autores, quienes

postulan que las células mioepiteliales tienen un fenotipo supresor tumoral (122, 124, 125,

10 por la presencia de celdas con 0 (ceros)yn <5



126). Estas células actuarian como inhibidores de la proliferacién, invasiéon y angiogénesis e
inductores de apoptosis. La base molecular para estas actividades la constituye la expresion
de varias moléculas, entre ellas de los inhibidores de proteasas (124, 126). La demostracion
de BMPs y sus receptores en carcinomas complejos de caninos (192) permite especular que,
ademas de mediar la formacion ectépica de hueso y cartilago, la alta expresion de esta
proteina estaria involucrada en la inhibicion de la proliferacién y de la migracién. La actividad
de las moléculas mencionadas pudo tener como resultado los valores bajos hallados en los CC
para estimadores de proliferacion, angiogénesis e invasién a través de la ECM, condicion
imprescindible para la formacién de EN. En los carcinomas con diferenciacién escamosa
(CCE), agrupados segun sus caracteristicas junto con los CC, también se demostrd la
expresion de BMPs (192). Esta familia de proteinas esta involucrada durante el desarrollo con
varios procesos, entre ellos las inducciones entre epitelio y mesénquima para la formacion y
elongacién de las estructuras tubulares en la glandula mamaria y su diferenciacion. Los
carcinomas mas diferenciados, que mantienen la polaridad celular y la organizaciéon de su
lamina basal, son los Cs tubulares, el tercer TH que integra este grupo.

No se manifestaron diferencias en el comportamiento angiogénico entre CS papilares y
CS solidos. Ello podria deberse a que se trata de dos patrones de crecimiento de la masa
tumoral que corresponderian a células de diferenciacion similar dividiéndose con mayores o
menores posibilidades de expansioén, respectivamente, sin diferencias importantes en cuanto a
Su expresion génica.

La frecuencia de CC de GH | hallada fue menor que la informada por Karayannopoulou
en 2005 (166). En acuerdo con los resultados obtenidos por dicho autor, aproximadamente el
50 % de los carcinomas simples resultaron de GH Ill. Ya que la formacién de estructuras
tubulares es una de las caracteristicas que compone el grado, era esperable que la mayoria de
neoplasias de tipo histologico tubular fueran de GH | (6/7).

Los distintos THs (complejos, simples —tomados como un grupo- y mixtos malignos)

originan metastasis con frecuencias diferentes. No obstante, los datos no se ajustan al



continuo de carcinomas “menos metastasicos” a “mas metastasicos” propuesto por Misdorp
(WHO):
CC Cstubular Cs papilar Cs sdlido  Cs anaplasico tipos especiales CS

Los Cs tubulares originaron menos metastasis que los CC. En efecto, tanto los CC
como los Cs tubulares y los CCE se comportaron de la misma manera en referencia a la
proporcion de metastasis desarrolladas en el LN. Los CS ocasionaron una cantidad de
metastasis equiparable a aquella producida por los Cs anaplasicos (en el grupo dos, 4/6
pacientes muertas en menos de 6 meses posdiagndstico eran portadoras de estos tipos
tumorales). Los Cs papilares y sélidos pueden considerarse como de la misma poblacion, con

valores intermedios:

cC
Cs tubular Cs papilar CS

CCE Cs solido Cs anaplasico

Los CC podrian, entonces, considerarse como los de mejor prondstico, en
concordancia con Misdorp (137, 155), pero acompafados por los Cs tubulares y los CCE
mamarios que, si bien son invasivos localmente, no originan metastasis de manera habitual. Si
bien los carcinomas simples son considerados por Sorenmo como los mas malignos (dentro de
aquellos relativamente frecuentes, esta autora no considera los CS por su numero
“despreciable”) en este estudio solo los anaplasicos pueden ser considerados en el extremo
del continuo.

Existe coincidencia en afirmar que los distintos TH influyen en la supervivencia de las
pacientes, a excepcidn de los resultados obtenidos por Chang y col. (2005) y Perez Alenza
(1997) (176, 177).

El tiempo de supervivencia constatado en las portadoras de carcinomas simples fue

discrepante con el informado por Karayannopoulou, ya que la mayoria sobrevivio, por lo



menos, hasta terminar el estudio. Conforme con dicho autor, que informé que ninguna
portadora de un CC murié durante 2 afios, en este trabajo 6/7 sobreviveron 18 meses 0 mas
(166). Sin embargo, mas alla de la comparacion, no corresponde contrastar este resultado con
otros publicados debido al bajo n de este grupo. De los datos puede inferirse que la diferencia
en la supervivencia de las perras con TH dispares pudo deberse al azar.

No obstante, si es posible indicar el valor prondstico que tuvo el TH en las muestras

estudiadas, si se considera como variable dependiente el hallazgo de metastasis en el LN.

Grado histolégico
En dos trabajos de neoplasias mamarias de caninos se utilizé el mismo criterio para la
asignacion del GH que en este trabajo (la escala de Nottingham -Bloom Richardson
modificada-) (87, 166). Uno de ellos (166) se llevd a cabo utilizando un campo de observacion
de diametro mayor, razén por la que los datos del recuento mitético no pueden compararse ya
que a igual cantidad d emitosis por campo, el autor referido asigné un grado menor. Eso
explica que en ambos grupos aqui estudiados se encontré6 mayor proporcion de neoplasias
con moderada o pobre diferenciacion que aquellas informadas en los trabajos de referencia.
Cuanto menor fue la diferenciacién (GH mayor) de los tumores estudiados en esta
tesis, mayor fue la DMV, con marcada disimilitud entre los valores medios para cada GH. Esta
misma relacion entre el GH y la DMV fue informada en caninos por Millanta y colaboradores
(87), quienes comunicaron una mediana de DMV muy similar a la encontrada en este estudio
(74 y 70 vasos por mm?, respectivamente). Entre el GH y la expresién del VEGFR-2 se puso
en evidencia la misma relacion, en contraposicién a los resultados obtenidos en mujeres por
Nakopoulou, quien encontré relativa homogeneidad en la expresion del VEGFR-2 entre
tumores de distinto GH (101). En su trabajo la cuantificacion de los resultados de la
inmunomarcacion con anti-Flk-1 fue diferente de la realizada en este estudio, ya que

consignaron los resultados como variables categéricas (“tumor (+)” o “tumor (-)” para el



receptor, en funcién del porcentaje de células positivas por campo) que, por lo tanto, se
analizaron con métodos estadisticos diferentes de los aqui utilizados.

En las neoplasias de GH Illl (muy indiferenciadas, con patrones de crecimiento
diferentes del tubular, con mayor niumero de mitosis) se observaron EN con mayor frecuencia
que en las de GH | y Il. Este hallazgo es acorde con el mayor numero de EN en neoplasias de
TH indiferenciados (sdélidos y anaplasicos) y alta proliferacion.

El GH es considerado como marcador de categoria 1 (173). Westened informd
diferencias significativas en la aparicion de metastasis en el LN entre mujeres con neoplasias
GH I/l y aquellos con neoplasias de GH Il (175). Los resultados obtenidos aqui se ajustan a
aquellos aunque, ademas, se encontraron diferencias de significacién estadistica en el
comportamiento metastasico entre neoplasias de GH | y GH 1l (166).

Varios autores pusieron de manifiesto la relacién entre el GH y la supervivencia de las
pacientes (tanto en humanos como en caninos y felinos) (174, 196, 197, 198, 199). En caninos
se comunicé que ninguna paciente con neoplasia GH | muri6 durante dos afos de
seguimiento. En nuestro estudio, 6/7 pacientes con neoplasias GH | sobreviveron por lo menos
18 meses. En 73 % de las neoplasias de GH Il se encontraron LN (+), un valor varios puntos

por encima de lo informado (166).

Embolos neoplasicos
La frecuencia de neoplasias con EN fue similar en ambos grupos y se encontré dentro del
rango informado por otros autores (142, 165, 176, 200).

La influencia de los émbolos de células carcinomatosas en vasos tumorales en el
desarrollo de metastasis en el LN es controversial, tanto en la especie humana como en la
canina. Actualmente, se lo considera un marcador de categoria Il, cuyo valor necesita ser
demostrado con un mayor numero de pacientes, tiempo de seguimiento mas prolongado o
mas datos de significacion estadistica (173). En tanto que algunos autores (44, 45, 155), luego

de analisis propios o revision de la bibliografia referida a humanos y caninos, ponen en duda



su utilidad, otros obtuvieron resultados que contribuyen a considerarlo un factor con valor
pronéstico (165, 175, 199, 200). En coincidencia con estos ultimos autores, en este estudio, las
diferencias encontradas entre neoplasias con o sin émbolos en el hallazgo de metastasis en el
LN fueron de muy alta significacion, tanto mediante el analisis univariado (p=0,00000008)
como multivariado (p=0,007) de los resultados. El odds ratio fue de 9 (las probabilidades de
hallar un LN+ a partir de una neoplasia con émbolos frente a una sin émbolos son de 9:1). Con
respecto a su influencia en la SV de las pacientes, en muestras de cuatro de las seis pacientes
que murieron en menos de seis meses se encontrd invasion neoplasica en los vasos. Mediante
la prueba del logaritmo del rango aplicada a la curva de supervivencia de Kaplan-Meier, las
diferencias halladas fueron significativas (p= 0,0175). Se pusieron de manifiesto amplias
desigualdades en la probabilidad de supervivencia, por ejemplo, a 1 y 18 meses (0,66 y 0,53
para individuos con EN, y de 0,99 y 0,85 para aquellos sin EN). Estos resultados son
congruentes con los informados por Itoh (142), si bien en su trabajo las probabilidades de
supervivencia a 18 meses fueron menores tanto para las portadoras de neoplasias sin

émbolos (0,85 en este trabajo y 0,7 en el trabajo de Itoh) como con EN (0,53 vs 0,4).

Estado del LN

De acuerdo a lo indicado por Sorenmo en referencia a la proporcion relativamente baja de
casos de LN remitidos para estudio histopatolégico, la muestra estudiada constituyé solo un
8,71 % de los carcinomas diagnosticados entre 1980-2003. Al dividir el periodo estudiado en
dos, son notorios tanto la baja proporcion de casos remitidos con sus LN satélites durante
1980-1991 (4,56 %) como el incremento de este porcentaje en la década siguiente. Podria
especularse con que el aumento en la frecuencia pudo obedecer a, por lo menos, dos motivos:
la creciente toma de conciencia de los cirujanos referida a la importancia de realizar el
diagnéstico histopatolégico de los LNs para la estadificacion de las pacientes, y la cada vez

mas frecuente realizacion de mastectomias en bloque y excéresis de cadenas mamarias (aun



en ausencia de linfoadenopatia) en lugar de nodulectomias u otros procedimientos
conservadores (230).

Como se menciond con anterioridad, el examen fisico es el método habitual en
medicina veterinaria para determinar el estado del LN en forma prequirdrgica. En lo que
concierne a la sensibilidad y especificidad del examen, este examen resulté de baja
sensibilidad en el grupo en que se estudié (grupo Il), ya que 9 de 15 casos resultaron falsos
negativos. La proporcion de falsos negativos es mas alta aun que la hallada mediante el
examen clinico en mujeres (158), si bien es necesario tener presente que en humanos el
examen clinico no solo incluye la inspeccion y palpacion sino también el diagnéstico por
imagenes. En 4 de 10 casos en que se determind linfoadenopatia, no se hallaron metastasis al
examinar la pieza extirpada, situacion que no debe interpretarse como baja especificidad ya
que pudo deberse a otras lesiones del LN que le causaran aumento de tamano.

La proporcion de neoplasias histologicamente malignas que desarrollaron metastasis
en el momento del diagndstico es muy variable segun la fuente, de entre 1:2 a 1:10 (155).
Dentro de este amplio rango se encuentran los valores obtenidos en este trabajo, en que el 36
% de los carcinomas presentaban metastasis en el LN en el momento del diagndstico inicial. El
porcentaje se elevé a 54 % luego de la revision HP e IHQ, superando levemente de esta
manera los valores de referencia. Cabe recordar que los carcinomas no invasivos (in situ)
fueron excluidos de este estudio, en tanto que formaban parte del total en los trabajos
consultados.

Antes de los 12 meses se diagnosticaron metastasis en 6 casos (en un total de 26), en
contraposicion con lo enunciado por Sorenmo (138) quien informd que la mayor parte de las
metastasis son diagnosticadas menos de un afo luego del diagndstico del tumor primario.

En concordancia con el alto valor pronéstico que se le atribuye al estado del LN en
humanos y caninos (136, 158, 162), del analisis de los datos surge que las diferencias entre
casos LN (+) y LN (=) con respecto a la supervivencia no se pueden atribuir al azar (tanto

mediante x* como logrank test). Estos resultados se enmarcan en la nocién de que las



metastasis en los LNs estan formadas por la progenie (expandida) de las células que
sobrevivieron a la presion de seleccién a la que fueron sometidas en su trayecto desde el
tumor primario. Estas neoformaciones constituyen, por lo tanto, una fuente de células capaces
de metastatizar hacia los pulmones, higado, rifiones, entre otros organos distantes. La
insuficiencia de estos 6rganos (cuyo parénquima ha sido comprimido y/o reemplazado en
distinto grado por las metastasis) causa la mayor parte de las muertes por cancer (46).

La deteccion de micrometastasis mediante anticuerpos especificos puede contribuir a
lograr una mejor estadificacion clinica de los pacientes (63, 171). Entre el 9 % y el 20 % de los
LNs considerados negativos presentdé micrometastasis cuando se realizé su inmunomarcaciéon
con pancitoqueratinas en la mayor parte de los trabajos referidos (62, 178, 182). El resultado
obtenido en esta muestra se ajusta a tales valores. El hallazgo de micrometastasis ocultas
mediante IHQ es posible debido a que las células conservan (o pierden y recuperan) la
expresion de citoqueratinas en sus filamentos intermedios durante la “cascada metastasica”
(29, 61, 62, 63). Si se interpreta la deteccion de inmunomarcacion positiva bajo la suposicion
de que la expresién de citoqueratinas se ha conservado durante todo el proceso
(supervivencia en la sangre, migracién, invasién, entre otras actividades), no es posible
establecer si las células marcadas se encuentran en transito o han desarrollado una
metastasis. Si, por el contrario, la hipdtesis que subyace a la interpretaciéon es que las células
volvieron a expresar genes codificantes para citoqueratinas luego de la reversion del fenotipo
(TEM y TME), el hallazgo de marcacion con el anticuerpo podria suponer que existieron ciertas
sefales en el 6rgano blanco favorecedoras del establecimiento del grupo celular en cuestion,
que efectivamente se ha establecido alli (29). El hecho de considerar a las MMO como LN (+),
e incluso cambiar la estadificacion clinica de una paciente luego de este hallazgo implica, al
menos parcialmente, la toma de posicion por la segunda de las posturas planteadas, ya que la
sola marca con el anticuerpo se consideré positiva, de manera independiente del tamafio o

localizacion del grupo de células marcadas.



En algunos articulos se asimil6 el pronéstico de pacientes con MMO con el de aquellas
con LN (-), soslayando la importancia de la presencia de estas células o grupos de células en
los LNs; en otros, posteriores, se comunicaron tiempos de supervivencia similares entre
aquellas con micro y macrometastasis, en ambos casos mucho menores que las pacientes LN
(-) (158). En lo que atafie al valor pronéstico de las MMO, solo en una paciente del grupo Il se
pusieron en evidencia MMO mediante IHQ, por lo que es imposible intepretar la repercusion
eventual del hallazgo en el tiempo de supervivencia (que fue alto para la paciente

mencionada).

Angiogénesis

Ya sea que se aceptase la ocurrencia de una fase avascular y otra vascular posterior a la
transformacién tumoral (66) o el inicio del fendbmeno angiogénico en neoformaciones
pequenas, aun displasicas (43, 73), puede especularse que las neoformaciones analizadas ya
habian desarrollado abastecimiento sanguineo mayor que el del tejido de origen en el
momento del diagnéstico (debido al tamafio de 33/34 de las masas). Por la misma razon, es
factible que hubiesen experimentado hipoxia prolongada, condicién para la expresion del
receptor VEGFR-2 en estudio (69).

En virtud del conocimiento acerca de las etapas de formacion de vasos, las imagenes
que se observaron (grupos de células y cordones celulares positivos para vWF, y otras
estructuras tubulares mas diferenciadas) pueden interpretarse como compatibles con procesos
activos y actuales de angiogénesis (21).

En concordancia con otros trabajos, se puso de manifiesto la presencia del VEGFR-2
tanto en células endoteliales como en células carcinomatosas, lo que sugiere la existencia de
comunicacion auto y paracrina entre las células mencionadas durante los procesos mediados
por VEGFR-2 (87, 100, 101, 225).

Se considera que la via de sefializacion iniciada por el VEGF y sus receptores es

protagénica durante la angiogénesis. Sin embargo, los resultados referidos a la asociacion



entre la expresiéon del VEGF y la DMV en tejidos mamarios en caninos son contradictorios (86,
87). Se informé correlacidon entre la expresion del VEGF y la de su receptor VEGFR2 (100).
Segun los resultados obtenidos en este trabajo la expresiéon del VEGFR-2 y la de DMV se
encuentran relacionadas. No se hallaron datos publicados con los que contrastar esta
observacion.

El VEGF aumenta la proliferacion y disminuye la apoptosis de las células tumorales
(100). Esto deberia redundar en crecimiento del volumen de la masa. Sin embargo, no se
encontraron diferencias de significacion estadistica en el tamafo de neoplasias con distinta
magnitud de vascularizacion. El hallazgo de numerosos vasos y expresion del VEGFR-2 en
pequenas neoplasias podria explicarse por la activacién de esta via por motivos diferentes de
la hipoxia (activacion de oncogenes, entre otros) (20, 112, 113). Una premisa a considerar
para interpretar la baja DMV y expresién del VEGFR-2 en neoplasias voluminosas es que el
tamafo de una neoplasia no obedece solamente al volumen total de las células tumorales,
sino que también es consecuencia de la fibroplasia, el desarrollo de quistes y la formacién de
edema intersticial, entre otros. A este respecto, no se hallé correlacion entre el IP y el tamafo
del tumor.

La relacién entre diversos parametros de angiogénesis y de proliferacién es motivo de
controversia. En tanto algunos autores (100, 101, 213) encontraron asociacién entre la
expresion de GFs, sus receptores o la DMV vy el IP, otros no llegaron a resultados similares
(67). En este estudio, mediante el calculo del coeficiente de correlacion, se encontré relacion
entre el IP y la expresién del VEGFR-2, pero no entre el IP y la DMV. El primer hallazgo se
explica debido a la accién mitogénica del VEGF, si se asume que una mayor expresion del
receptor corresponde a una mayor secrecion el GF. La falta de relacién entre la cantidad de
vasos por area y la proliferacion de las células tumorales podria deberse a que mas cantidad
de vasos no necesariamente implica mayor o mejor perfusion de los tejidos (ademas, las

células carcinomatosas son mas resistentes a la hipoxia que las normales) y los factores



troéficos necesarios para proseguir el ciclo celular llegan a las células blanco por comunicacion
auto o paracrina.

Segun analisis realizados en neoplasias de humanos (216, 217), la mayor DMV esta
relacionada con el hallazgo de émbolos tumorales. En las muestras analizadas en este trabajo
tanto la expresion del VEGFR-2 como la DMV fueron proporcionales al numero de casos con
émbolos, en contraposicién a lo informado previamente para los caninos por Millanta y
colaboradores (87). Las diferencias pueden atribuirse a la n de las muestras estudiadas:
dichos autores estudiaron 29 tumores (a diferencia de los 136 en la presente tesis) y la
probabilidad que las diferencias de hallazgo de ENs entre tumores de baja o alta DMV se
debieran al azar fueron de 0,08. Si la proporcion de neoplasias con o sin ENs que comunico
Millanta se mantuviese luego de analizar, por lo menos, 45 casos, las diferencias entre los
grupos alcanzarian significacion estadistica.

Es posible especular con una relacién causal directa entre uno y otro fendmeno
(presencia de ENs y angiogénesis), no solo porque el aumento en el nimero de vasos podria
significar un lecho vascular mas amplio para ser invadido, sino, ademas, porque debido a sus
caracteristicas histolégicas (lamina basal fragmentada o ausente, células endoteliales con
fenestraciones, espacios intercelulares, ausencia de pericitos), los vasos neoformados son
mas permeables que los preformados y la intravasacion de células tumorales es ayudada por
estas caracteristicas estructurales (21, 94, 96, 107). Sin embargo, el hecho de clasificar un
caso particular como de DMV baja o alta no permitiria realizar ninguna especulacion con
respecto a una posible embolizacién no detectada en los cortes en estudio, por lo tanto no
tendria mayor utilidad que la realizacion de mayor nimero de cortes.

La magnitud de la vascularizacion tumoral, expresada en cantidad de vasos por
superficie, se ha relacionado, en numerosos estudios, con factores de reconocido valor
pronostico en medicina humana, como el hallazgo de metastasis en el LN e incluso el tiempo

de supervivencia global (43, 67, 70, 189). Una excepcion es el trabajo de Vincent Salomén



(2001), quien no observé relacién entre el progreso de la enfermedad y la DMV en carcinomas
invasivos mamarios de pequefo tamafo -menores a 3 cm- (217).

Con respecto a la via VEGF/VEGFRs, el receptor VEGFR-2, cuya expresion aqui se
analiza, es el que media la mayor parte de los efectos rio debajo del GF en proliferacion,
invasion, migracién y supervivencia de células endoteliales y carcinomatosas, actividades que
propenden al desarrollo de metastasis (115). Segun Nakopoulou, no se ha establecido relacion
entre la expresion del VEGFR-2 y el hallazgo de metastasis o el tiempo de supervivencia
(101). En este trabajo, las mayores DOI del VEGFR-2, asi como la DMV, se asociaron
fuertemente con mayores probabilidades de desarrollo de metastasis en el LN vy, por lo tanto,
peor prondstico (valor de p <0,0009).

En relacién con la supervivencia de las perras en funcién de las variables DOl y DMV,
no se encontraron diferencias significativas. La DOl de VEGFR-2, que habia sido seleccionada
en el analisis multivariado por pasos como de valor prondstico para estado del LN, presento
menor influencia del azar (p=0,15); solo si los valores hallados se mantuviesen en la misma
proporcion en una muestra de, por lo menos, 208 perras (ocho veces el numero de casos con
seguimiento concluido en este estudio), el resultado alcanzaria significacion estadistica
(p=0,048). La mayor asociacion de la expresiéon del VEGFR-2 con la supervivencia de las
perras (con respecto a la DMV) podria explicarse ya que este receptor media efectos muy
variados del VEGF, que no se restringen a la formacién de nuevos vasos sino que influyen, por
ejemplo, en la proliferacién de las células tumorales, su supervivencia en entornos hipoxicos y

su capacidad invasiva (20, 72, 104, 112).

Tiempo de evolucion
Lo mas llamativo con respecto a los datos acerca de la evolucion previa de la neoplasia, es la
ausencia de datos en 13/34 casos. En 4 de esos casos es muy probable que las neoplasias no

fuesen observadas ya que se trataba de tumores de 1 cm o menos. El resto habia



desarrollado neoplasias de hasta 6 X 3 cm, por lo que se supone que, probablemente, la
evolucién se conocia, al menos en términos de semanas 0 meses, pero no se informé durante

la anamnesis.

Localizacion

La mayor cantidad de neoplasias en las mamas abdominales e inguinales no solo es reflejo de
la mayor estimulacion y actividad ciclica de estas mamas (140), sino también de una
particularidad del disefio del experimento. En este estudio solo se incluyeron neoplasias de
pacientes a los que les hubieran extirpado (y remitido para su diagnéstico) los LN satélites.
Debido a que el LN axilar solo se extirpa en casos de linfoadenomegalia, las neoplasias
originadas en mamas toracicas se encuentran “subrepresentadas” en este trabajo. Con
respecto a su incidencia en la supervivencia, en acuerdo con lo expresado por Sorenmo (138),

las diferencias entre los dos grupos de localizaciones se atribuyeron al azar.

Indice de proliferacién
La descripcién de los datos de IP en este trabajo arrojo una campana de distribucion mas baja
que las obtenidas en otros trabajos, debido a un mayor desvio de los resultados. Se encontrd
un limite superior del rango (IP=72) conforme al informado en otros trabajos de proliferacion en
carcinomas mamarios de caninos (146), pero el limite inferior del rango fue notoriamente
menor a los informados (IP=21,2). La mayor parte de estos valores bajos atipicos, que
coinciden con los hallados en neoplasias benignas e hiperplasias por otros autores (164, 201),
correspondieron a carcinomas complejos o simples tubulares, sin ENs ni metastasis en los
LNs.

No se encontré asociacién entre la IP y la edad de las pacientes, en contraposicion con
lo hallado por Pefa (164), o el tamafo de sus tumores, en concordancia con otros autores

(164, 201).



El comportamiento proliferativo fue notoriamente disimil entre las neoplasias que
lograron invadir los vasos formando émbolos y aquellas que no, en acuerdo con los resultados
de Kato (187) y Pena (164). Esta diferencia también se puso de manifiesto entre neoplasias
metastasicas y no metastasicas, en oposicion a lo informado en otros trabajos (164, 201).

La proliferacion también fue mayor en poblaciones menos diferenciadas (de mayor GH)
al igual que lo que ocurrié con respecto al fendmeno angiogénico y en coincidencia con otros
autores (164, 187).

Al igual que en el trabajo de Pefia (164), en seguimientos de 18 meses, la supervivencia
no fue diferente entre pacientes con bajos o altos IP. Este resultado puede deberse a que la
medicion del IP solo refleja uno de los aspectos de la cinética de las poblaciones tumorales, ya
que no se analizé el indice apoptético o la magnitud de otros tipos de muerte celular. Esta
circunstancia también explicaria la falta de relacién hallada entre el IP y el tamafio tumoral. Sin
embargo, las comparaciones del IP con otras variables como el GH, la presencia de ENs o el
estado del LN (llevada a cabo en una muestra n: 136) permitieron establecer relacion entre
ellos. Debido a que la presencia de ENs y el estado del LN son fuertes predictores de
supervivencia, es probable que la n: 26 (seguimientos concluidos) haya sido insuficiente para
poner de manifiesto la relacion entre la actividad proliferativa y la supervivencia de las

pacientes.

Supervivencia

El porcentaje de perras vivas 18 meses luego del diagnodstico (74 %) se encuentra dentro del
rango del porcentaje informado por otros autores (138, 142, 164). No es posible comparar el
tiempo de supervivencia de las perras con el de las mujeres debido a que, por lo general, en

medicina humana se indican regularmente tratamientos médicos ademas del quirdrgico.



CONCLUSIONES

La frecuencia de neoplasias mamarias caninas diagnosticadas en nuestro ambito es mayor
que la informada en publicaciones extranjeras. Asimismo, en el presente estudio, se identifico

un mayor numero de neoplasias menos diferenciadas y de comportamiento maligno.



Con respecto a los fendmenos celulares vy tisulares analizados, se concluye que:

teniendo en cuenta su comportamiento proliferativo, angiogénico e invasivo los diferentes
tipos histologicos pueden clasificarse en dos grupos: uno constituido por carcinomas
complejos, simples tubulares y de células escamosas y el otro por carcinomas simples
papilares, solidos y anaplasicos y carcinosarcomas,

a menor diferenciacion histolégica corresponde mayor actividad angiogénica, proliferativa e
invasién vascular,

en neoplasias con mayor expresion del VEGFR-2, la densidad microvascular y la
proliferacion son mayores, y la proliferacion es independiente de la densidad de vasos,

la mayor densidad de microvasos favorece la invasion vascular,

el tamano tumoral no refleja, necesariamente, la magnitud de la proliferacion celular,

la probabilidad de supervivencia a dieciocho meses para las portadoras de carcinomas
mamarios es alta y se ve fuertemente influenciada por las metastasis en el linfonodulo y la
presencia de émbolos,

la probabilidad de supervivencia no se relaciona con la expresién del VEGFR-2 o con la
densidad microvascular de manera independiente del estado del linfonodulo y la invasion a
los vasos,

en los casos con LN (-), el examen de nuevos cortes y su estudio inmunohistoquimico
permiten mejorar, de manera notoria, la estadificacién de las pacientes,

ante la imposibilidad de estudiar los linfonddulos, la capacidad metastasica de una
neoplasia puede predecirse mediante el hallazgo de émbolos neoplasicos, alto grado
histolégico o tamafo mayor a 3 cm,

en la misma circunstancia, si es posible realizar analisis inmunohistoquimico de las
muestras, valores altos de IP, densidad 6ptica de marcacion del VEGFR-2 y la densidad de
microvasos sugieren altas probabilidades de neoplasia metastasica,

el tipo histolégico tiene un valor menor como indicador para la prediccion de metastasis

que el IP, la densidad 6ptica de marcacion del VEGFR-2 y la densidad de microvasos y no



se relaciona con la supervivencia de manera independiente del estado de los linfonddulos.
El carcinoma simple anaplasico y el carcinosarcoma constituyen el grupo de mayor riesgo
metastasico, seguidos por los carcinomas simples papilar y sélido (sin diferencias entre
ellos). Los carcinomas simples tubular y complejo son los de mejor prondstico, al igual que
el carcinoma de células escamosas mamario cuando se hubiera extirpado con amplios

margenes de seguridad.
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ANEXO

INMUNOHISTOQUIMICA

Técnica de la peroxidasa

1- Obtener cortes de 3 micras de espesor y acondicionarlos sobre portaobjetos con cargas
positivas.
2- Mantener en estufa durante las 24 horas previas al procedimiento.
3- Desparafinar: 2 pasajes por xilol, de 10 minutos cada uno (observar que el xilol no esté
hidratado, con burbujas o turbio).
4- Hidratar: 2 pasajes por alcohol 100° de 3 a 5 minutos cada uno.

2 pasajes por alcohol 96° de 3 minutos cada uno

1 pasaje por alcohol 80° de 3 minutos

1 pasaje por alcohol 70° de 3 minutos.
5- Lavar con PBS (ver “soluciones utilizadas”) durante 10 minutos (los tiempos de lavado
pueden extenderse).
6- Quitar el exceso de PBS e incubar con solucion de peréxido de hidrogeno (para inactivar la
peroxidasa enddgena) entre 4 y 6 minutos .
7- Lavar con PBS.
8- Realizar la recuperacion antigénica si se considera pertinente (ver procedimiento en este
mismo apartado).
9- Retirar los portaobjetos del buffer, dejar escurrir la solucién y secar cuidadosamente el
exceso de liquido del corte. Evitar la desecacién de los cortes. No tocarlos.
10- Incubar con solucién de leche descremada Molico® (0,5 g en 20 ml de PBS) durante 40
minutos.

11- Volcar el exceso.

“Nota: conservar las soluciones del kit a 4°C.



12- Cubrir con el anticuerpo primario (excepto los controles) durante 30 minutos a temperatura
ambiente o toda la noche a 4° C. Para cada anticuerpo debe utilizarse una punta (tip) diferente
en la micropipeta. Asegurar la posicion horizontal de los portaobjetos.

13- Realizar 3 lavados con PBS, cada anticuerpo por separado.

14- Secar.

15- Incubar con el anticuerpo puente (inmunoglobulinas biotiniladas de cabra anti-conejo y
anti-raton en PBS) durante 10 minutos.

16- Lavar con PBS durante 15 minutos.

17- Secar cuidadosamente.

18- Incubar con la solucion de estreptavidina-peroxidasa durante 10 minutos.

19- Lavar con PBS durante 15 minutos.

20- Revelado: incubar con DAB de 2 minutos, o hasta observar coloracién parda en el corte.
21- Interrumpir el revelado sumergiendo los cortes en PBS o agua corriente. Sumergir luego en
agua destilada.

22- Realizar la coloracion de contraste sumergiendo en hematoxilina de Gill durante
aproximadamente 30 segundos (ajustar el tiempo en funcion de los resultados).

23- Cubrir con agua corriente durante 10 minutos para que vire el colorante.

24- Lavar con agua destilada.

25- Realizar un pasaje rapido por alcohol 96°.

26- Realizar un pasaje rapido por alcohol 100°. Escurrir.

27- Sumergir en xilol.

28- Montar con balsamo sintético.

Recuperacion antigénica mediante el uso del horno de microondas.

1- Colocar los cortes en jarras de Koplin de plastico sin tapar, sumergidos en buffer de citrato
10 mM, pH 6,0 (ver “soluciones utilizadas”). Colocar siempre el mismo numero de jarras cerca
del centro del plato giratorio, con un numero fijo de preparados (4 6 5); agregar portaobjetos
vacios si es necesario.

2- Irradiar a 750 W durante 4 minutos.

3- Reponer el buffer de citrato evaporado y repetir la operaciéon con los mismos parametros.

4- Dejar enfriar 20 minutos en el buffer.

5- Sumergir los preparados en PBS.

6- Continuar con la técnica de IHQ de eleccién.

Recuperacion antigénica mediante el uso de vaporiera.



1- Colocar la cantidad de agua corriente necesaria para evaporar durante 40 minutos en el
recipiente inferior.

2- Una vez que se produce vapor, colocar los portaobjetos en la bandeja superior en un Koplin
horizontal, sumergidos en buffer de citrato 10 mM, pH 6,0 y tapar.

3- Luego de 40 minutos, dejar enfriar en el buffer, sumergir los preparados en PBS y continuar

con la técnica de IHQ de eleccién.
Soluciones utilizadas

Soluciéon madre de buffer fosfato (PB Stock)

Fosfato de sodio dibasico anhidro----------------- 11449
Fosfato de sodio monobasico dihidrato--------- -- 3,39
Agua destilada 1000 ml

Solucién de trabajo de buffer fosfato (PBS)

Solucién 1 100 ml
Cloruro de sodio 8,59
Agua destilada 900 ml

Solucién 3: buffer de citrato pH 6,0 mM

Acido citrico monohidrato (H3CeHs07.H20)—2,1 g
Agua destilada 1000 ml
Ajustar el pH a 6,0 con hidroxido de sodio 2 N.




Tabla 5. Caracteristicas histopatoldgicas e inmunohistoquimicas de las neoplasias (ambos grupos)

Expresion de VEGFR-2 DMV
CASO| NI |TH GH| EN LN P AREA D DOI DOI/mm2 DpolAIM| DMV/campo| DMV/mm2
1 6696 [Cs papilar Il | NO - 31,8 4358,2| 152,5 11939]152471793| 65,8 1,89 25,3
2 6723 |CC II'l| NO |+ (IHQ) 49 160,1| 149,7 23940] 149678877 2,5 4,7 62,7
3 6802 |CC Il'{ NO - 32| 1050,6| 154,2 162491] 154210650| 15,6 8,9 118,7
4 7057 |Cs papilar n| si - 67,5 470,2| 153,5 72136] 153511235 7,0 6,5 86,7
5 7210 |Cs papilar Il'{ NO - 62,2 38,2 155,3 5939] 155333108 0,6 8 106,7
6 7292 |Cs papilar | si + 65| 3020,9| 155,2 468780] 155155875| 44,8 11 146,7
7 7316 |Cs papilar N Si |+ (RH) 59 927,2| 155,2 143896| 155165538 | 13,7 4 53,3
8 7453 |CC Il'{ NO - 32,5 53,3| 153,5 8176] 153472327 0,8 5,4 72,0
9 7457 |Cs sélido '] NO - 38 117,6( 153,4 18030] 153433457 1,8 18,2 2427
10 | 7831 |CS Il { NO + 42,6 763,6| 156,2 119254] 156190142 11,2 14 186,7
11 | 7907 |CS | si + 47,3 132,3| 154,2 20463] 154237525 2,0 11,5 153,3
12 | 7932 |CS n| si + 53,7 2113,4| 155,7 328784] 155706410 31,2 17,1 228,0
13 | 7995 |CS Il { NO + 72| 3216,3| 153,2 492600] 153221770| 48,3 11,1 148,0
14 | 8104 |CC I | NO - 27,6 592,7| 155,6 92237| 155646312 8,8 4.6 61,3
15 | 8579 [CC I | NO - 43| 603,6| 1545 93338] 154525283 9,0 1,9 25,3
16 | 8703 [Cs papilar | si + 54,1 527,2| 154,8 81640] 154770668 7,8 4.5 60,0
17 | 8733 |CS '] NO - 56 160,3| 154,7 24808] 154716583 2,4 11 146,7
18 | 8734 |CS | NO |+ (IHQ)| 37,8 190,0| 153,8 29253] 153758798 2,8 17,7 236,0
19 | 8755 |CC I | NO - 36/ 638,9| 156,9 99192] 156938456 9,5 4 53,3
20 | 9165 |Cs tubular I | NO - 29,9 51,8( 155,3 8056] 155275465 0,8 3,7 49,3
21 | 9280 |Cs papilar Il'{ NO + 35,5 1531,1| 154,4 236507] 154449523 22,8 7,8 104,0
22 | 9282 |Cs papilar '] NO + 32,1 831,9| 154,3 128369] 154294031 12,4 13,2 176,0
23 | 9345 |CS n| si + 48| 2781,7| 156,7 435739] 156700826 40,8 15 200,0
24 | 9399 |CS n| si - 42 313,9| 154,1 48320] 154093188 4.7 4,1 54,7
25 | 9514 |Cs anaplésico | Ill | NO - 40,9 3409,4| 156,7 8309] 156714014| 50,0 2 26,7
26 | 9555 [Cs papilar Il [ NO |+ (IHQ)| 39,1 3162,5| 156,2 493323] 156198802 | 46,6 5,9 78,7
27 | 9582 |Cs papilar Il'{ NO + 38| 2675,8| 155,2 415403) 155228329 39,6 4,2 56,0
28 | 9621 |CS ] NO + 41,3] 2921,5| 155,6 455335] 155649931 | 43,1 7 93,3




Tabla 5 (continuacion)

Expresion de VEGFR-2 DMV
CASO| NI |TH GH| EN LN IP AREA D DOl DOI/mm2 povAiM| DMV/campo] DMV/mm2
29 | 9837 |Cs papilar Il | NO |+ (RH) 38 182,5| 153,7 28061] 153718424 2,7 9 120,0
30 | 10113 |Cs tubular I | NO - 26 12,3] 157,0 1932] 156977912 0,2 5 66,7
31 | 10164 [Cs anaplasico | I | Si + 45  775,4| 155,8 120829] 155806311 11,4 5 66,7
32 | 10196 |Cs papilar I1'] NO + 41,5] 3634,3| 154,4 561383]154412466| 54,1 7,1 94,7
33 | 10286 |Cs papilar I1'] NO - 41,2 969,8| 154,0 149293] 153974393| 14,5 2,5 33,3
34 | 10526 [CCE Il NO + 32 368,4| 157,0 58020] 157011030 54 9,1 121,3
35 | 10553 |Cs papilar | si [+ (HQ) 42 4168,8( 154,5 643343] 154515277 62,1 6,2 82,7
36 | 10570 |CS n| si + 52,9 5434,6| 156,9 850979] 156865125| 79,8 7 93,3
37 | 10696 |CC I | NO - 21,2| 1407,8| 158,2 222547] 158226524 20,5 2,9 38,7
38 | 11139 |CC II'| NO [+ (IHQ)| 36,5 842,1| 155,9 131326] 155876260 12,4 3,3 44,0
39 |11205|CS n| si + 44,7) 6459,3| 156,6 | 1011093] 156560330 94,9 8,8 117,3
40 | 11237 |CC I | NO - 40 75,5( 156,3 11795] 156337003 1,1 4 53,3
41 | 11265 |Cs anaplasico [ IlI| Si + 57,6] 3866,4| 154,0 595951| 154013008 57,7 5 66,7
42 | 11337 |CS | NO - 37,5 2,8] 153,4 400] 153432637 0,0 2,4 32,0
43 | 11395 |Cs solido | NO - 49 284,0] 154,0 43704] 154006020 4,2 1,7 22,7
44 | 11414 |Cs solido | si + 49,91 2410,5| 155,2 373808] 155164296 | 35,8 7 93,3
45 | 11539 [Cs anapléasico | IIl | Si | + (RH)| 55,6] 1137,9] 155,3 176643] 155278648 16,9 3 40,0
46 | 11640 |Cs solido | si |+ (RH)| 61,7 3656,8 153,9 562741]153914332| 54,7 1,4 18,7
47 | 11661 |Cs papilar I1'] NO + 42,1] 5948,9| 156,2 929148] 156174540 87,6 11 146,7
48 | 11699 |Cs papilar | si + 35| 4340,4| 155,5 675213] 155539941 64,2 7 93,3
49 | 11769 |Cs papilar I1'] NO + 31,6 889,8| 155,1 138068] 155129079 13,2 6,5 86,7
50 | 11807 |Cs papilar I1'] NO - 35,2 433,7] 154,6 66984] 154560128 6,5 8,5 113,3
51 | 11827 |Cs tubular I | NO - 43,8 30,3| 156,5 4747] 156486792 0,4 4,3 57,3
52 | 11919 |Cs papilar I1'] NO - 28,8 6,9| 157,8 1089] 157799284 0,1 5,8 77,3




Tabla 5 (continuacion)

Expresiéon de VEGFR-2 DMV
CASO| NI |TH GH| EN LN P AREA D DOI DOI/mm2 povAIM| DMV/campo] DMV/mm2
53 [ 11950 |CS | NO + 42| 5328,2| 155,8 830835] 155822156 78,6 7 93,3
54 | 11968 |Cs papilar I1'| NO - 33 856,6| 155,3 133042] 155347251 12,7 14 186,7
55 [ 12009 |Cs anaplésico | Il | Si + 44,11 6865,2| 155,8 | 1069427| 155774206 101,4 9] 120,0
56 | 12035 |Cs sélido nmf{ si + 40,2 277,3| 161,5 449751 161474997 3,9 5,2 69,3
57 [12041 |CS | si [+ (HQ)| 43,7 5128,8| 156,0 799216| 155996536 75,7 5,2 69,3
58 | 12174 |Cs tubular | [ NO - 25 1,0 156,1 154] 156127168 0,0 6,2 82,7
59 | 12203 |Cs sélido | si [+ (HQ) 37 2163,9( 156,3 337676] 156254751 31,9 5 66,7
60 | 12227 |CCE | NO - 31 368,4( 157,0 580201 157011030 54 10,4 138,7
61 | 12249 |CS | NO + 52 4666,0( 156,6 731958| 156627596| 68,4 11,8 157,3
62 |12312|CS Il NO + 28,8| 3134,1| 156,7 491452]156693236| 46,0 6 80,0
63 | 12324 |CS '] NO |+ (IHQ)| 45,8 2898,9| 153,7 445426] 153663602 | 43,4 6 80,0
64 | 12391 |CS I1'| NO - 21,5 7,9] 156,1 1227]156081849 0,1 7 93,3
65 | 12408 |CS '] NO |+ (IHQ)| 44,7 1302,0| 155,8 202939| 155844209 19,2 7,9 105,3
66 | 12442 |CS Il NO + 50,6/ 5708,5| 156,6 894398] 156590050| 83,8 4 53,3
67 | 12497 |Cs soélido | NO + 48| 4342,1] 156,0 676883| 155960805 64,1 6 80,0
68 | 12561 |CC I { NO + 37,4 944.,4| 156,0 147327]156017452( 13,9 2,1 28,0
69 |[12604 |CS I1'| NO - 27,1 92,3| 156,0 14395] 156013212 1.4 7,3 97,3
70 | 12621 |CC Il { NO |+ (IHQ) 27 761,3| 156,0 118761] 155954417 11,2 5 66,7
71 | 12622 |CS | NO + 39 1973,5( 157,1 310520] 157099048 28,8 2 26,7
72 | 12821 |CC I | NO - 40,4 61,8| 155,3 9611] 155304952 0,9 5,3 70,7
73 |12984 |CS i si + 56,5 3108,4| 155,9 483633] 155887205| 46,0 7,6 101,3
74 |13161|CS i si + 52,3 917,2| 155,9 142970]155910399| 13,5 9,3 124,0
75 | 13222 |CC I | NO - 38,5 59,6( 155,9 9285] 155912090 0,9 54 72,0




Tabla 5 (continuacién)

Expresion de VEGFR-2 DMV
CASO| NI |TH GH| EN LN IP AREA D DOl DOI/mm2 povAiM| DMV/campo] DMV/mm2
76 | 13225 |CC I1'] NO - 35,3 60,0| 155,2 9312] 155215044 0,9 1,1 14,7
77 | 13350 |Cs papilar Il | NO [+ (RH)| 50,3] 1230,0| 155,8 191471) 155750856 18,2 3,9 52,0
78 | 13358 |CS | NO - 42,5 99,2| 156,0 15488] 156093968 15 8,8 117,3
79 | 13397 |Cs sélido 1] NO |+ (IHQ) 32 1175,0( 156,7 184075] 156681485 17,3 8 106,7
80 | 13608 [CS | NO - 43,1 86,7| 157,0 13617] 156979845 1,3 6,2 82,7
81 | 13611 |Cs sélido 1 NO - 50,8 3745,2| 156,5 10696] 156453419 55,6 1,7 22,7
82 | 13623 |CC I1'] NO - 39,5 48,5| 155,8 7572] 155832859 0,7 2,5 33,3
83 | 13637 |CC I1'] NO - 40,1 38,6| 156,2 6034] 156207109 0,6 1 13,3
84 | 13650 [CS '] NO |+ (RH)| 48,8 4098,7| 155,4 636503| 155375479 60,7 1 13,3
85 | 13671 |CS ]| NO |+ (RH)| 42,7 4724,3| 156,7 739931]| 156676336| 69,4 3,3 44,0
86 | 13675 |Cs sélido | NO - 31,8 428,9| 156,3 67040] 156337542 6,3 9,3 124,0
87 | 13691 |Cs sélido | NO - 33 155,2| 156,1 24287]1156101877 2,3 4 53,3
88 | 13692 (CS | NO + 41,9 4381,4( 156,0 684156| 156006800 64,5 10,9 145,3
89 | 13697 [CCE I1'] NO - 38,2 50,0| 156,4 7821] 156360656 0,7 1 13,3
90 | 13711 |CCE | NO - 45 107,0| 155,2 16627] 155178180 1,6 4 53,3
91 | 13741 |CS i si + 42 5833,1| 156,6 912311] 156590050 85,8 10 133,3
92 | 13760 |CS i si + 37,6| 2584,4| 156,4 404472]156445815| 38,0 7,5 100,0
93 [ 13795 [Cs sdlido | Si [+ (HQ)| 40,3[ 4680,5| 156,0 729946| 155988510( 69,0 18]  240,0
94 | 13833 |CS | NO + 33,4 2932,0| 155,7 456438] 155724871 43,3 14,1 188,0
95 | 13902 |Cs sélido i si + (RH) | 47,9] 3499,5| 156,3 546982] 156285261 51,5 5,2 69,3
96 | 13907 |Cs sélido i si + 45 2904,7| 155,7 452051]1155673578| 42,9 9 120,0
97 | 13934 |Cs sélido | NO - 36,6 502,5( 155,9 78276] 155917290 7,4 7,1 94,7
98 | 14007 |CC I | NO - 33,8 380,0( 155,9 59370] 155922028 5,6 4 53,3
99 | 14048 |Cs papilar mf{ si + (RH) | 52,1 5430,7| 155,9 846389] 155885114 80,1 8,2 109,3
100 | 14061 |Cs papilar mf{ si + 54,21 5098,0| 155,9 795041] 155943712 75,2 9,9 132,0




Tabla 5 (continuacién)

Expresion de VEGFR-2 DMV
CASO| NI |TH GH| EN LN IP AREA D DOI DOI/mm2 povAIM| DMV/campo] DMV/mm2
101 | 14082 |Cs anaplésico | Il | Si + 48,2 4619,7( 156,5 723148] 156485535 67,9 1,7 22,7
102 | 14146 |CS '] NO - 37,8 527,5| 156,2 82429] 156245275 7,8 2,6 34,7
103 | 14246 |CC Il | NO - 33,4 58,1| 155,4 9059] 155350516 0,9 4 53,3
104 | 14252 (Cs papilar | si [+(RH)| 53,1 2786,0| 156,3 436267]156268136| 40,9 2,1 28,0
105 | 14349 (Cs papilar Il | NO + 47,5 2676,6| 156,1 417850] 156142429 39,4 5,1 68,0
106 | 14430 [Cs papilar II'| NO - 54,71 975,7| 149,1 146344] 149096502 20,0 9 120,0
107 | 14482 [CC I | NO - 38,3 105,3| 154,4 16243] 154425669 1,6 2,2 29,3
108 | 14502 (Cs papilar Il | NO - 37| 438,6] 155,0 68106] 154994150 6,5 4,5 60,0
109 | 14507 |Cs solido '] NO - 57,2| 203,0] 155,1 31484] 155072495 3,0 2 26,7
110 | 14543 [CC Il | NO - 33,7 136,5| 154,9 21157] 154885894 2,0 4,4 58,7
111 | 14725 (Cs papilar Il | NO - 42,6| 657,6| 156,2 102801} 156196359 9,7 4 53,3
112 | 14727 (Cs papilar '] NO - 40,5] 644,9| 1550 99994] 154965690 9,6 12 160,0
113 | 14750 (Cs papilar '] NO [+ (IHQ)| 49,5 2164,6| 155,2 335877] 155169415 32,1 3,9 52,0
114 | 14751 [CC II'l| NO | + (RH) 28| 3825| 153,8 95738] 254582520 4,6 0,9 12,0
115 | 14779 |CC I | NO - 37| 258,5| 156,2 40432] 156247935 3,8 4,3 57,3
116 | 14789 [CC Il | NO - 32| 285,6] 155,0 44279] 154977173 4,2 5,2 69,3
117 | 14870 |CS n| si + 68| 195,3| 154,1 30077] 154106360 2,9 0,5 6,7
118 | 14882 [CC I | NO - 40,1) 227,1| 154,6 35068] 154645981 3,4 0,2 2,7
119 | 14919 |Cs sélido n| si + 69,4 5875,3| 155,6 914166] 155599885 86,9 9 120,0
120 | 14936 (Cs tubular I | NO - 42,5 530,3| 156,6 82998] 156623825 7,8 4,9 65,3
121 | 14969 (Cs tubular I | NO - 38| 198,5| 155,9 30945] 155903598 2,9 5,3 70,7
122 | 14994 |Cs sélido n| si + 50,1 5364,3| 155,2 832365] 155220233| 79,5 11,8 157,3
123 | 15018 [Cs papilar N{ si [+(®RH)| 41,7] 1676,8| 156,1 261693] 156052786 24,7 18 240,0
124 | 15520 (Cs papilar || Si - 30,3] 236,9]| 155,5 36853] 155455882 3,5 5 66,7
125 | 15573 [CC I [ NO - 39,4 172,3| 154,9 26659] 154896424 2,6 2,8 37,3

Tabla 5 (continuacién)




Expresién de VEGFR-2 DMV
CASO| NI |TH GH| EN LN P AREA D DOI DOI/mm2 povAIM| DMV/campo] DMV/mm2
126 | 15574 [CC I [ NO - 60,7] 125,1| 155,6 19420] 155562852 1,9 4,1 54,7
127 | 15752 |Cs sélido n| si + 39,3] 3121,5| 155,5 485170] 155543443 | 46,2 6,4 85,3
128 | 15833 |Cs sélido n| si + 40,7) 3728,3| 156,5 584255]156472890| 54,7 14,2 189,3
129 | 15926 |CS II'| NO + 45,7) 3510,8| 155,3 545654 155256733| 52,0 4 53,3
130 | 16026 |CS II'| NO + 42,4 3508,1| 155,7 545849] 155663579 | 51,9 11 146,7
131 | 16080 [CC II'| NO + 33| 226,4| 154,6 35088] 154577868 3,4 0,3 4,0
132 | 16548 [CC I [ NO - 38| 2441,3| 155,5 379809] 155500145| 36,1 6,39 85,3
133 | 16854 [Cs papilar II'| NO - 45,3] 762,8| 1557 118841] 155700652 11,3 4,2 56,0
134 | 17358 [CC I | NO - 39,8 976,2| 156,3 152662] 156286179| 14,4 3 40,0
135 | 17383 |Cs tubular | si - 37,2] 2116,0] 155,2 328734]155220475| 31,3 4,7 62,7
136 | 18652 |Cs sélido II'| NO + 41,8 2194,9( 156,0 342177]1156020591( 324 5,2 69,3

NI: nimero de inclusién

TH: tipo histolégico
VEGFR -2: receptor 2 del factor de crecimiento de endotelios vasculares

DMV: densidad de microvasos

GH: grado histolégico

EN: émbolos neoplasicos

LN: linfon6édulo

IP: indice de proliferacion
D: densidad

DOI: densidad optica integrada

AIM: area inmunomarcada

Cs: carcinoma simple

CC: carcinoma complejo

CS: carcinosarcoma

CCE: carcinoma de células escamosas

(-): negativo
(+): positivo

IHQ: inmunochistoquimica

RH: revision histopatoldgica




Tabla 6. Datos clinicos y de supervivencia (exclusivos del grupo II)

N°| Edad | R | EA LOC. T LN | Met] TNM [ECI| SI| Sl |S I|MRN| MnoR S CA
ExC | D N

1 8a |Dob] 6m | Abd.Ca.D 3cm S/P | NO | 1-0-0 I |S/P]S/IP]S/IP| NO| NO A Des
2] 13a | M | Des| T.CaD | 5X2cm| S/IP | NO| 2-1-0]| IV |S/P|S/P|S/IP] NO| NO A murio
3] 10a|] M| 6m | Abd.cCr.l 4 cm SIP I NO| 210 IV |S/IP]S/IP|S/IP| NO| NO A vive
41 11a | FT | 1m | Abd.Ca.D]|] 1,3cm SIP INO| 1-1-0] IV |S/IP]IS/P|S/P] NO|] NO A murio
5] 10a | Pk | Des Ing.l lcm S/P | NO | 1-0-0 I |S/IP]S/P|S/IP]| NO] NO A vive
6 5a | Cck] 1a | Abd.Cr.D 5cm llaam | NO | 2-0-0 Il |S/IPIS/PIS/P] NO|] NO A murié
7] 7a | OA| Des | Abd.Ca.l 4cm sPINOl210]l V] O]l OTO] S ) B (1m) )
8l12a| M| 1m T.Cr.D 4.cm lam|[NO|2-10 VI OTOLO] S ) B (@ m) )
9] 8a | OA| Des Ing.D 3cm S/P | NO | 1-0-0 I |S/IP]S/IP|S/IP]| NO] NO A Des
10| 8a M| 3m Ing.l 4.cm SIP I NO| 210 IV |S/IP]S/IP|S/P| NO| NO A murio
11] 10a | M | 8m Ing.D 10X6cem|lam | NO| 300 M ISPl 1G] G ) (-) SRG
12| 11a | BH| 2a Ing.l 0,5cm S/P | NO | 1-0-0 I ISP G LOL G ) ) SRG
13| 11a | OA | Des Ing.l 0,3cm S/P | NO | 1-0-0 I ISPl (1O G ) (-) SRG
14] 7a |OB| 2m Ing.D 6X4cm ] S/P | NO| 31-0] IV |[NR]|NR|S/P| NO| NO A vive
15| 8a Br | 6m Ing.l 3X2cm ] S/P | NO | 1-0-0 I |S/IP]S/IP|S/IP]| NO] NO A vive
16| 12a |Dob| 1 m Ing.| 2X10cm|lam|NO|3-10| WV | Ol OIOISI] o |B@Am) )
171 85a | Br | 6m Ing.D 4X3cm | S/IP | NO| 2-120| IV |S/IP|S/IP|S/IP] NO| NO A murio
18] 7a | M | Des | Abd.Ca.D|] 35cm Jlam]|]NO]2-0-0] Il |S/IP|NR]S/P|]NO] NO A Des
19| 8a M| 7m | Abd.CrD| 2,5cm S/P | NO | 1-0-0 I |S/IP]S/IP|S/IP]| NO] NO A murié
20 7a M | Des Ing.l 3,5¢cm SIP I NO| 200 I |S/IP]S/IP|S/P|]NO| NO A vive
21| 62 OA | Des | Abd.Ca.D| 0,5cm S/P | NO | 1-0-0 I |S/IP]IS/P|S/IP]| NO] NO A vive
22| 42 |Lab| 2m Ing.D 15cm S/IP I NO| 300 Il |S/IP]S/IP|S/IP|]NO|] NO A vive

Tabla 6 (continuacion)




N° | Edad R EA LOC. T LN Met] TNM JECI] SI ]| Sl |S III|MRN] MnoR S CA
ExC D N
23] 15a | M | Des Ing.l 6X3cm | S/iP INO| 3-1-0] IV [siplsiP] (] Si () IM(@4m) (-)
24| 8a |Rott] 1m | Abd.Cal | 7X4cmlam | NO| 3100 IV 1 ()|l &1 () ]NO Si B (64 SRG
dias)
25 92 M ]15a Ing.D 4X3cm S/P NO | 2-0-0 I SIP] () ON O ) O] SRG
26 82 Pk | Des | Abd.Ca.D 0,3cm S/P NO | 1-0-0 | S/IP]S/P]IS/P] NO| NO A Des
271 1lla Br 1s Ing.D 4 X8cm S/P NO | 3-0-0 m ysiPl - ) Si ) B )
(5m 20 d)
28| 14a | Cck| 7m Ing.l 2Xlem|lam|NoOo| 110 IV RP| O] (] Si ) B (6 m) )
29| 12a | FT| 22 |Abd.CaD|6X3cm|lam]| Si | 312 v [Ds/] Ol OS] (¢ | B@AmM) )
PP

30] 10a JVPI] 4m Ing.D 6X6cm]lam]NO| 310 VIO O]IOG] O ) (-) SRG
31] 10a M la | Abd.CaD|] 3X2cm S/P NO | 1-1-0 v O] ) ON O ) ) SRG
32 8a M la Ing.D 7X5cm | Lam | NO | 3-0-0 1] ) ) 1 6G) ) ) SRG
33] 13 a M Des Ing.l 6 X3cm S/P NO | 3-0-0 M | S/P]S/P|S/P] NO|] NO A vive
341 15a | M | Des T.Ca.l 3cm S/P | NO | 1-0-0 | |S/IP]S/IP|S/IP]NO| NO |A@Q9m)| murid
Abreviaturas utilizadas en el encabezado Abreviaturas utilizadas en el cuerpo

N°= nimero de caso a= afos S/P= sin particularidades

R=raza d= dias l.a.m= linfoadenomegalia

EA= evolucion aproximada m= meses NR= seguimiento no realizado (paciente conservada

LOC-= localizacién, mama afectada

T=tamafio (cuando consta una sola dimension se trata del diametro)
LN ExC= estado del LN establecido por examen clinico

Met D: metéstasis a distancia (durante examen clinico)

TNM= sistema tumor - linfonddulo - metastasis
E CI= estadio clinico del paciente

S |, I, lll = examenes clinicos de seguimiento (1°, 2°y 3°)
MRN= muerte relacionada con la neoplasia

MnoRN= muerte no relacionada con la neoplasia

S= supervivencia a partir del diagnéstico patoldgico

CA= condicion al 12/2007 (tras el periodo de seguimiento)

Des= desconocida

Abd= abdominal
Ing= inguinal

T= toracica

Ca= caudal

Cr= craneal

D= derecha

I= izquierda

en el grupo)

(- )= seguimiento no realizado (muerte de la paciente
o eliminacién del grupo)

RP= rales pulmonares

Dis= disnea

PP= pérdida de propiocepcion

A= alta

B= baja

M= media

SRG= se retir6 del grupo




Tabla 6 (continuacion)

BH= basset hound

Br= bretén

Cck= cécker spaniel
Dob= dobermann

FT= fox terrier

Lab= labrador retriever
M= mestizo

OA-= ovejero aleman
OB= ovejero belga
Pk= pequinés

Rott= rottweiler

VPI= viejo pastor inglés
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