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TUMORES DE ORIGEN ENDOTELIAL

Epidemiologia | — Representan (7%) —razas—-localizaciones [

genéticos
Factores de riesgo < 7

N

ambientales

Factores prondsticos.- Clinicos

—

SISTEMA DE ESTADIFICACION TNM

INTRODUCCION

Hemangioma
Hemangiosarcoma

Dermis -Subcutaneo

Visceras

TOo T1, NO, MO

Tl1oT2,NOo N1, MO

T20T3,NO, N1 o N2, M1

Alvarez et al., 2013



Factores pronosticos.- Histoldgicos

Parénquima.- grado de organizacion celular, pleomorfismo nuclear, necrosis, recuento mitético.
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Hemangioma Cavernoso

Estroma: fibroblastos, vasos sanguineos, células inflamatorias — Macréfagos asociados al comportamiento de tumores.
Marcadores Especificos

@ M 1 ) en general M2

M2a IL-10
MONOCITO @ 1 M2b (6 CD68
M2c TNF o
| M2d lbal
MAC387
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La presencia de un elevado numero de macrofagos tipo 2 se relaciona con un
comportamiento mas agresivo de los hemangiosarcomas en la especie canina.
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OBIJETIVO DE ESTUDIO

Analizar la presencia de macrofagos asociados a tumores en hemangiomas cutaneos caninos mediante el
empleo del anticuerpo anti-MAC387, que identifica macréfagos en general y polimorfonucleares neutrofilos,
y el anticuerpo anti-CD204 para el reconocimiento de macrofagos tipo M2.

Relacionar la presencia de los macrofagos asociados a tumores identificados mediante los anticuerpos
citados con la capacidad proliferativa evaluada mediante el recuento mitético y el indice Ki67 de estos
tumores benignos.

Evaluar la infiltracion de macrofagos asociados a tumores en hemangiosarcomas cutaneos y viscerales
desarrollados de forma espontanea en la especie canina, utilizando los anticuerpos anti-MAC387 y anti-
CD204.

Analizar la expresion con ambos marcadores en los macréfagos asociados a tumores en relacion con las
caracteristicas histolégicas (grado de malignidad, invasién vascular) y la proliferacién celular (recuento
mitdtico e indice Ki67) en los hemangiosarcomas caninos.

Comparar la expresion de ambos marcadores de macrofagos en las formas benignas y malignas de los
tumores vasculares caninos.



MUESTRA DE ESTUDIO »

ESTUDIO HISTOPATOLOGICO

*Edad 3-14 anos

=) 13 TUMORES VASCULARES

Grado histoldgico de malignidad (Ogilvie et al.,1996)

Organizacion

celular

Pleomorfismo ausente 0
celular

Recuento (<10) 0
mitotico

Porcentaje ausencia 0
Necrosis

Grado 1 0-5

Grado 2 6-9

Grado 3 10-12

vascular 1  intermedio 2
leve 1  moderado 2
11-20 1 21-30 2
25% 1 25%a50% 2

METODOLOGIA DE LA INVESTIGACION

47 TUMORES VASCULARES | - 11 hemangiomas
*Diferentes razas ~ "36 hemangiosarcomas

3 Hemangiomas
. 10 Hemangiosarcomas

solido 3
intenso 3
>30 3
>50% 3



ESTUDIO INMUNOHISTOQUIMICO

Proliferacion celular

vz
2 2 2 3

2

anti-MAC387 anti-CD204 anti-Ki67
» Seleccién de 5 campos (senal elevada) » % nucleos positivos en 1.000 células

» Excluyendo dreas de hemorragia y necrosis || neoplasicas (areas de mayor positividad)

Modificado. Seung et al. (2018) Kodama et al. (2009)



ANALISIS ESTADISTICO

*Recuento mitotico
*Indice Ki67
*MAC387

*CD204

Diagndstico
Localizacion corporal
Caracteristicas
histopatoldgicas

C> Comparacion

de medias

» Distribucion normal

E Estudio de la normalidad

{

» Distribucidon no normal

Correlacion

v" Prueba Spearman
Coeficiente Rho

Prueba de Shapiro-Wilk

t Student
ANOVA

{

U de Mann-Whitney
Kuskal-Wallis

v’ Criterio significacion P< 0,05 y tendencia P <0,10



DISCUSION Y RESULTADOS

Estudio Histopatologico

Proliferaciones benignas (hemangioma)

e (élulas neopldsicas organizadas en canales vasculares
e (élulas fusiformes

* Escaso pleomorfismo nuclear
* Ausencia mitosis
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Figura 1. Hemangioma. A) Canales vasculares de diferente tamano que contienen abundantes
glébulos rojos, con presencia ocasional de trombos. B) Detalle de las células neopldsicas que
delimitan los canales vasculares. HE.



Proliferaciones malignas (Hemangiosarcoma)
e Pérdida organizacion celular

* Pleomorfismo moderado / intenso

* El numero de mitosis oscilo entre 1y 72

Figura 2. Hemangiosarcoma cutaneo. A) Pérdida de la organizacidn celular. B) Detalle de las células neopldsicas con moderado
pleomorfismo. Presencia de mitosis. H E.



Evaluacion Actividad Proliferativa

Recuento mitotico

Recuento mitotico

Parametros Tumeores [n Valor P
(n) Media + EE Mediana (Al)

D.r}aandrﬁm
Hemangioma 11 0 Q 0,000
. Hemangiosarcoma cutaneo 21 199+47 10 (5,0-33,0)
(Hemangioma 11 0 0 0,011
Hemangiosarcoma cutaneo 6 46+1,17 5(1,7-6,7)
_grado |




indice de proliferacion Ki67 (%)

Indice de proliferacion Ki67 (%)

Parametros Tumores (n) : - Valor P
Media + EE Mediana (Al)
Diagnostico-

[ Hemangioma 11 1,6+0,6 0,5 (0-2,9) 0,000 |

Hemangiosarcoma cutaneo 21 28,9+3,2 25,1 (20,6-38,1)
N J
(Hemangioma 11 1,5%£0,6 0,5 (0-2,9) 0,002

Hemangiosarcoma cutaneo 6 27,4+5,8 22,5(13,8-37,0)
(_grado | )

RM e indice Ki67 = valor diagnodstico entre tumor benigno o maligno.

Descrito en angiosarcomas humanos (Shin et al., 2007)
en la especie canina (Dayananda et al., 2009)




Actividad proliferativa
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Figura 3. Hemangiosarcoma (A) y hemangioma (B) cutaneos. Se observa un mayor nimero de nucleos positivos al
anticuerpo anti-Ki67 en la forma maligna que en la benigna en la que la sefial nuclear es muy escasa. ABC-Peroxidasa



Actividad proliferativa recuento mitético

Hemangiosarcomas cutaneos Hemangiosarcomas viscerales

Recuento mitotico Recuento mitdtico

Parametros Tumores [n) Media & EE Mediana (Al) Valor P Parametros Tumores (n) Media £ EE Mediana (Al) Valor P
Hemangiosarcomas cutaneos . .
Hemangiosarcomas viscerales
Localizacion en piel~ 0,438 /s . s s
Dérmica 10 183471  7,5(4,0-34,2) Grado histologico 0,068
Subcutanea 11 214+65 14 (5.0-33.0) ! E 66217 6
A I 9 221+6,0 14 (8-37,5)
rado histologico 0.052/ 1 3 31,6453 37()
[ 6 4611 5(1,7-6,7) ) — /
I 13 263+6,6  19(8,0-40,0) (Patron Crecimiento 0018
u 9 280+140 24 () ) Vascular 3 53%06 6(-)
i 0032) | Intermedio 12 248446  20(10,5-37,0)
Vascular g 68+14 6 (3,5-10,0) \_ Solido 0 - _ )
Intermedio 11 259+6,4 22 (6,0-38,0) Invasion vascular 1,000
sélido 1 ) Ausente 13 19337 14 (8,0-36)
Invasion vascular 0,771 Presente 2 31,5%26,5 31,5(-)
Ausente 19 21,0£515 13 (5,0-33,0)
Presente 2 9505 95(-)



Actividad proliferativa Ki67

Hemangiosarcomas cutaneos Hemangiosarcomas viscerales
X indice de proliferacion Ki67 (%) , indice de proliferacion Ki67 (%)
Parametros Tumores (n) - - Valor P Parametros Tumores (n) - - Valor P
Media £ EE Mediana (Al) Media £ EE Mediana (Al)
Hemangiosarcomas cutaneos
Localizacion en pief 1,000 Hemangiosarcomas viscerales
S rmi + -
Dermlc'a 10 25,8+5,8 24,8 (21,7-37,9) Grado histolégico 0,351
Subcutanea 11 28,033 27,9 (18,2-39,8) I 3 133+45 12,8 ()
Grado histoloégico- 0,323 I 9 23,0+6,0 20,5 (5,5-40,4)
+ -
I 6 27,4+9,8  22,5(13,8-37,0) i 3 332479 28,8 ()
1 13 28,728 27,9 (20,6-38,1) Patrén Crecimiento- 0,737
g N 2 33,9+5,8 33,9 () Vascular 3 2615133 2130
Patron Crecimiento 0,910 Intermedio 12 22,3+4,4  21,3(8,1-30,5)
Vascular 9 29,7+6,7  22,8(19,2-40,9) sélido 0
Intermedio 11 + -
L 28,1230 28,1 (20,0-37,7) Invasidn vascular 0,337
Solido 1 .
Ausente 13 24,7+4,6 22,2 (9,7-39,9)
Invasion vascular 0,553 Presente 2 12,4£8,1 12,3 ()
Ausente 19 285+34 25,1(20,0-37,7)

Presente 2 32,2+7,6 32,2 (4)



Macréfagos positivos MAC387

Macréfagos positivos MAC387 (%)

Parametros Tumores (n) : : Valor P
Media * EE Mediana (Al)
Diagndostico
Hemangioma 9 6,1+0,8 5,4 (4,0-8,4) 0,160
Hemangiosarcoma cutaneo 21 7,9+0,8 7 (5,3-10,3)
Hemangioma 5 6,1+0,8 0,5 (0-2,9) 1,000
Hemangiosarcoma cutaneo 6 6,2%t1,2 5,3 (4,4-7,5)
grado |
Hemangiosarcoma cutaneo 21 7,9%+0,8 7,0(5,3-10,3) 0,006
{Hemangiuﬁarmma visceral 14 12,0+ 1,0 11,2 (9,3-16,6) }
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Figura 5. A) Hemangiosarcoma visceral. Presencia de elevado numero de células MAC387 positivas. B)
Hemangiosarcoma cutdneo. Se observa un menor numero de células MAC387 positivas que el
identificado en los HASs viscerales. ABC-Peroxidasa.




Macrofagos positivos MAC387

Hemangiosarcomas cutaneos Hemangiosarcomas viscerales
X Macrofagos positivos MAC387 (%) . Macrofagos positivos MAC387 (%)
Parametros Tumores (n) - - Valor P Pardmetros Tumores (n) - - Valor P
Media + EE Mediana (Al) Media + EE Mediana (Al)
Hemangiosarcomas cutaneos
Localizacion en piel 0,181 Hemangiosarcomas viscerales
Dermica 10 9+14 7,5(5812) Grado histolégico 0,119
Subcutanea 11 6,8+0,38 5,6 (4,2-10,2) I 3 142 +2 8 16,6 (-)
Grado histolégico 0,258 Il 8 10,1+1,2 10,2 (7,2-11,2)
' 6 6,2+1,2 53 (4,4-7,5) 1l 3 14,9+ 1,5 14,8 (-)
I 13 85%1,1 7,8 (5,6-10,3) Patrén Crecimiento 0,957
U 2 9,2+2,8 9,2() Vascular 3 12,1+2,4 11,2 ()
Patrdn Crecimiento 0,197 Intermedio 11 11,9+1,3 11,2 (9,6-16,8)
Vascular 9 6,6+1,0 54 (4,4-8,9) sélido 0 0 0
. + -
Inlt%ﬂrmedlo 11 92+1,2 9,2 (7,0-10,4) Invasién vascular 0,160
Sélido 1 0 0 Ausente 12 12,7+1,1  11,8(9,6-16,7)
Invasién vascular 0,771 Presente 2 82+30 8,12 (-)
Ausente 19 8,1+0,9 7,2 (5,2-10,4)
Presente 2 6,2+0,2 6,2 (-)

Expresion de MAC387 en hemangiosarcomas no relacion con grado histoldgico:
e Similar a mastocitomas caninos (Beekman, 2017 en tumores mamarios

caninos(Raposo et al.,2014)




Macrofagos positivos CD204 (M2)

Macrofagos positivos CD204 (%)

Parametros Tumores (n) Media + EE Mediana (Al) Valor P —

- — Puede ser util
Diagnostico N desde el punto
Hemangioma 11 8,604 9,0 (8,0-5,8) 0,000 de vista
Hemangiosarcoma cutaneo 21 159+1,0 15,4 (11,3-20,0) diagnostico y
\ % prondstico en las

( Hemangioma 11 85%0,4 9,0 (8,0-9,8) 0,003 \— fases iniciales
Hemangiosarcoma cutaneo 6 18,0+1,8 19,2 (12,8-21,4)
\_grado | y,

Estos resultados coinciden con lo descrito por Seung et al. (2018) que se demostrd que la
presencia de CD204 fue mayor en los tumores mamarios malignos que en los benignos.

Ichimura et al.,2014)

Difieren de lo observado en distintos tipos de tumores en humana en los que se ha
comprobado una relacién entre el niumero de M2 vy el grado histolégico (Herrera et al., 2013;




Macrofagos positivos CD204 (M2)

Hemangiosarcoma cuténeo Hemangioma cuténeo
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Figura 6. Hemanglosarcoma cutaneo. A) Presencia de numerosas células CD204 positivas. B)

Hemangioma cutdneo. Escaso numero de células CD204 positivas. ABC-Peroxidasa.



MAC387 (M1 y M2) - CD204 (M2)

Macréfagos positivos MAC387 (%) Macrofagos positivos CD204 (%)

Parametros Tumores (n Valor P 3
(N edia + £E Mediana (Al) Parametros Tumores (n) —0 e+ EE Mediana (A) V2T
Diagndstico® Diagnéstico®
Hemangioma o 5,4 (4,0-8,4) 0,160 Hemangioma 11 86104 9,0 (8,0-9,8) 0,000
Hemangiosarcoma cutaneo 21 7 (5,3-10,3) Hemangiosarcoma cutaneo 21 159+1,0 15,4 (11,3-20,0)
Hemangioma S 0,5 (0-2,9) 1,000 Hemangioma 11 85+0,4 9,0 (8,0-9,8) 0,003
Hemangiosarcoma cutaneo 6 5.3 (4,4-7,5) Hemangiosarcoma cutaneo 6 18,0+1,8 19,2 (12,8-21,4)
grado | grado |
. ' i + -

Hemangiosarcoma cutaneo 21 7,5+0,8 7,0(5,3-10,3) 0,006 Hemang|_osarcnma a_jtaneo 21 153+1,0 /15,4(11,3-20,0) 0,752
Hemangiosarcoma visceral 14 12,0+ 1,0 11,2 (9,3-16,6) Hemangiosarcoma visceral 14 17,5£2,1 / 17,2(10,8-21,9)

ﬁ> Problema en el reconocimiento celular de MAC387 mediante la técnica IHQ

A pesar de ser el anticuerpo MAC387 habitualmente utilizado en veterinaria en otros estudios
como carcinomas nasales (Vanherberghen et al., 2009) y tumores de mama Raposo et al.,
2014); consideramos mas adecuado empleo de marcadores especificos en tumores vasculares.




CONCLUSIONES

Existe una polarizacion de los macrofagos hacia las formas protumorales en
los tumores malignos originados a partir de la proliferacion de células

endoteliales en la especie canina, cuyo papel es preciso concretar.

La proliferacion celular evaluada mediante el RM y el indice Ki67 asi como
la expresion del anticuerpo anti-CD204 parecen tener un valor diagndstico
al diferenciar las formas benignas de las malignas de grado 1 en los

tumores vasculares caninos.

El marcador general de macréfagos MAC387 parece dar problemas en la
valoraciéon de macrofagos al marcar otros tipos celulares, por lo que su
utilidad en los estudios sobre tumores es cuestionable y se tiene que

evaluar.
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