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PRESENTACION

Con el presente nimero creemos cumplir uno de los principales objetivos de nuestra
revista: mostrar la produccion cientifica en distintas dreas delas Ciencias Morfolégicas.

El estudio de la proliferacién celular y sus modificaciones relacionadas con los ritmos
circadianos ha sido el area de investigacion del Instituto de Biologia, Histologia y Embriologia de
la Facultad de Ciencias Médicas de la UNLP durante décadas. Sin embargo, en el trabajo
“ESTUDIO COMPARATIVO DE LA SINTESIS DE ADN EN HIGADO Y RINON DE RATONES
LACTANTES Y ADULTOS” se introducen aspectos sorprendentemente muy poco estudiados:
los ritmos diarios de proliferacién en poblaciones celulares de animales lactantes.

La participacion de la antropologia biolégica en las reuniones cientificas y en las revistas
de Ciencias Morfolégicas se incrementa afio a ano. En el trabajo “DIFERENCIAS SEXUALES EN
VARIABLES METRICAS DEL ILION FETAL” Garcia Mancuso, la autora plantea el uso de
diferentes caracteristicas de los huesos iliacos de fetos como posible método para reconocer el
sexo.

En los ultimos afios, la patologia veterinaria ha incorporado técnicas como la
inmunohistoquimica y el andlisis digital de imagenes. Estas metodologias se han hecho
indispensables para la investigacién en el 4rea e, inclusive, se estan incorporando al diagnéstico.
El trabajo “INVASION VASCULAR, EXPRESION DEL RECEPTOR 2 DEL FACTOR DE
CRECIMIENTO DE ENDOTELIOS VASCULARES (VEGFR-2) Y DENSIDAD DE
MICROVASOS EN CARCINOMAS MAMARIOS DE PERRAS. VALOR PRONOSTICO” aplica
estas técnicas a uno de los temas mas importantes de la patologia de los animales domésticos: el
estudio delos tumores de mama enla perra.

Esperemos que el material presentado sea de su agrado.

Los editores
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ESTUDIO COMPARATIVO DE LA SINTESIS DE ADN EN HIGADO Y RINON DE
RATONES LACTANTES Y ADULTOS

COMPARATIVE STUDY OF LIVER AND KIDNEY DNA SYNTHESIS IN ADULT AND YOUNG MICE

Damian MOAVRO'; Marina MARTINEZ; Marcela GARCIA"; Adriana GARCIA’; Laura ANDRINT; Ana Maria
INDA"; Ana Lia ERRECALDE'.

1-Catedra de Citologfa, Histologia y Embriologia “A”. Facultad de Ciencias Médicas. UNLP. Calle 60 y 120, La Plata (1900,
Buenos Aires, Argentina.

2-CIC, Pcia. de Buenos Aires.

e-mail: mngarcia@med.unlp.edu.ar

RESUMEN. En trabajos previos hemos observado que la actividad proliferativa de numerosas poblaciones celulares del ratén lactante y joven
difiere de la encontrada en el adulto. En el presente trabajo experimental, se estudia la sintesis de ADN del ratén lactante y adulto, mediante el
método inmunohistoquimico de la Brdu (Bromodeoxiuridina), en las poblaciones celulares de hepatocitos y renocitos, a las 00:00 hy 16:00 h, con
el objeto de establecer la correspondencia en la proliferacién celular entre ambos grupos etarios. Para ello se utilizaron machos lactantes de 21
dias de edad y adultos de 90 dias, de la cepa C3H/S. Los resultados muestran que los valores de sintesis de ADN de los renocitos y hepatocitos en
los ratones lactantes son significativamente mayores (p< 0.001) a los observados en los adultos, no encontrandose diferencias estadisticamente
significativas entre los valores de ambos puntos horarios en los 6rganos estudiados. Podemos concluir que estos hallazgos demuestran que, si
bien en los ratones lactantes aparecen valores maximos y minimos en la actividad proliferativa de distintas poblaciones celulares, estas aun no
presentan la ritmicidad establecida para los adultos.

Palabras clave:sintesis de ADN, higado, rifién, ratones, bromodeoxiuridina.

ABSTRACT. In previous papers we have observed that the proliferative activity of numerous cell populations of suckling and young mice was
different than the observed in adults. In the present work we analized the DNA synthesis of suckling and adult mice, by immunohistochemistry
(Bromodioxiuridine) in both hepatocytes and renocytes, at two different time points. The object of the present experiment was to establish the
correlation in cellular proliferation between both groups. We used C3HS suckling male mice of 21 days old and adult mice of 90 days old. The
results showed that DNA synthesis of renocytes and hepatocytes in suckling mice were significantly higher than the adults, and we didnt find
statistically differences between the values of both analysed time points. We can conclude that in suckling mice we could observe maximum and
minimum values but we coudnt find a circadian rhythm like those established in adults.

Keywords: DNA synthesis, liver, kidney, mice, bromodeoxiuridine.

Recibido marzo 11, 2009 - Aceptado abril 10, 2009
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INTRODUCCION

El ciclo celular puede variar en respuesta a
condiciones particulares durante diferentes estadios del
lapso devida de unindividuo, porlo que seria esperable
encontrar diferencias en la actividad proliferativa
normal de los organismos en distintas etapas de la vida.
En trabajos previos se ha establecido que la actividad
proliferativa de numerosas poblaciones celulares del
raton lactante y joven difiere de la observada en el
adulto (1, 2, 3, 4). Por ejemplo, podemos mencionar que
los hepatocitos de ratas y células de la pars intermedia de
la hipéfisis de ratones hembra, de 14 dias de edad, en
estadio de lactantes, no exhiben la periodicidad
circadiana que observamos en los adultos (5). Sabemos,
ademds, que estas variaciones relativas a la
periodicidad diaria dependen del momento del
desarrollo ontogénico analizado y de la maduracion de
los mecanismos de control de la proliferacién celular.

En el ratén adulto el momento de mayor actividad
de sintesis de ADN (ADNSs) en los hepatocitos se
produce alrededor de las 00:00 hs y el de maxima
actividad mitética alrededor de las 16:00 hs (6, 7).
Tomando como base estos antecedentes, en el presente
trabajo experimental, se estudia la ADNs del raton
lactante y adulto, mediante el método inmuno-
histoquimico de la Brdu (Bromodeoxiuridina), en las
poblaciones celulares de hepatocitos y renocitos, en los
puntos horarios antes mencionados, con el objeto de
establecer la correspondencia en la proliferacién celular

entre ambos grupos etarios.

MATERIALES Y METODOS
Ratones: Se utilizaron machos lactantes de 21 dias de
edad y adultos de 90 dias, de la cepa C3H/S. Los
lactantes se mantuvieron junto a sus madres mientras

que los adultos de 75 dias de edad se colocaron en cajas

individuales en una sala de ritmos, durante 15 dias, bajo
condiciones de estandarizacién para andlisis de
periodicidad.

Disefio experimental: Se utilizaron 26 ratones en total,
13 lactantes y 13 adultos. En cada uno de los grupos los
animales fueron distribuidos aleatoriamente en 2 lotes y
sacrificados a las 00:00 y 16:00 hs respectivamente. El
sacrificio se realizo al dia 21 de nacidos en los lactantes y
a los 15 dias de estandarizacién en los adultos. Durante
el sacrificio se extrajeron el higado y el rifién de cada
animal. Estos organos se procesaron de la forma
descripta anteriormente.

Técnica inmunohistoquimica: 1 hora antes del
sacrificio se les inyect6 intraperitonealmente a todos los
animales una solucién de 5-bromodeoxiuridina (Sigma)
en una dosis de 50 mg/kg. Los cortes obtenidos se
marcaron con el Ac Bu20a, previo tratamiento en horno
microondas (2x 5 min., 750 w) con buffer citrato pH 6.
Para la deteccién se utilizé el Sistema Envision y se
realizé el revelado con diaminobencidina (DAB). Por
altimo, se contrasté con una coloracién suave de
hematoxilina, observandose de color marrén los

nicleos de las células marcadas positivamente.

™,
L]

Figura 1. Sintesis de ADN. Las flechas indican ntcleos de
hepatocitos marcados con Brdu. 40 X.
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Figura 1. Sintesis de ADN. Las flechas indican niicleos de renocitos
marcados con Brdu. 40X.

Tratamiento estadistico: A partir de la observacién de
los preparados (con una magnificacién de 100 X) se
calculé el indice de ADNs de cada muestray la X+ ES de
cadalote.

Los datos obtenidos se analizaron estadisticamente
mediante el Student t Test. Se consideraron significativas

las diferencias p <0.05.

RESULTADOS
Como observamos en las tablas y gréficos los
valores de ADNs de los renocitos y hepatocitos en los
ratones lactantes son significativamente mayores
(p< 0.001) a los observados en los adultos en ambos

puntos horarios analizados.

Hora del dia |Lactantes [(n) |Adultos (n) P

0:00
16:00

30.1+£3.9 6
38.3+25 7

104+ 0.1 6
0.1+ 0.01 6

0.001
0.001

Tabla 1. ADNs enrenocitos de ratones lactantes y adultos.

Hora del dia |Lactantes |(n) [Adultos (n) P

0:00
16:00

34.3+8.5 6
24.7 £4.7 7

0.1£0.0 6
0401 6

0.001
0.001

Tabla 2. ADNs en hepatocitos de ratones lactantes y adultos.

40 -

35 1

30 A

25 A
B Lactantes

20 4
B Adultos

I5 9

10 -+

00:00 16:00

Grafico 1. Comparacién entre los valores de ADNs en renocitos de
ratones lactantes y adultos.
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Grafico 2. Comparacién entre los valores de ADNs en hepatocitos
de ratones lactantes y adultos.

CONCLUSIONES

Como observamos en los resultados, los ratones
machos lactantes de la cepa C3H/S poseen una elevada
actividad de ADNs en las poblaciones celulares de
hepatocitos y renocitos en comparacion a los valores
hallados en los adultos. Esto podria deberse a que a tan
temprana edad encontramos un mayor nivel sérico en
las hormonas y factores de crecimiento lo que
desencadena un aumento en la proliferacién y
desarrollo celular (8). Entre los factores involucrados,
podemos mencionar a miembros de varias familias de
factores de crecimiento, como el factor de crecimiento
epidérmico (EGF), el factor de crecimiento fibroblastico

(FGF), el factor de crecimiento para hepatocitos (HGF),
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el factor de crecimiento semejante a insulina (IGFs), el
factor de crecimiento derivado del endotelio vascular
(VEGF) y el factor de crecimiento transformante f
(TGF-PB) entre otros, todos involucrados en la
proliferacién hepdticay renal (9,10).

En el presente trabajo, en los hepatocitos de ratones
lactantes, la mayor actividad proliferativa se encontré
durante la medianoche mientras que en el rifién se
observé alas 16:00 h, aunque estas diferencias no fueron
estadisticamente significativas. Barbeito et al. (5)
encontré que ratones hembras de 14 dias de edad,
también de la cepa C3H/S, las células epiteliales de la
pars intermedia de la hipofisis, presentan una tendencia a
establecer un ritmo con una actividad mayor durante la
medianoche, aunque las diferencias temporales en los

valores de actividad mitética no fueron estadistica-

mente significativas. El mismo autor, estudiando los
enterocitos del duodeno de ratones machos de la cepa
C3HS, de 14 dias de edad, observé un pico en la
actividad mitética a las 12:00 h (11). Estos hallazgos
demostrarfan, que si bien en los ratones lactantes
aparecen valores maximos y minimos en la actividad
proliferativa de algunas poblaciones celulares, estas
aun no presentan la ritmicidad establecida para los
adultos; lo que podria deberse a la falta de maduracién
del eje hipotdlamo-hipofisiario, responsable del
establecimiento de los ritmos circadianos en el

organismo (12).
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DIFERENCIAS SEXUALES EN VARIABLES METRICAS DEL ILION FETAL

SEX DIFFERENCES IN METRIC VARIABLES OF FETAL ILITUM

Rocio GARCIA MANCUSO.

Laboratorio de Investigaciones Morfoldgicas Aplicadas, Facultad de Ciencias Médicas, UNLP. Conicet.

e-mail: rgarciamancuso@gmail.com

RESUMEN. En este trabajo se analiza el hueso iliaco a través de medidas lineales, dngulos e indices, con el fin de evaluar la presencia de las
diferencias dimdrficas en los estadios mds tempranos de la vida. Se selecciond una muestra de 62 individuos de sexo conocido (299 y 333) de
entre 25y 45 semanas de gestacion pertenecientes a la coleccién Lambre. La muestra fue analizada en dos grupos de edad, cada uno de los cuales
comprence 10 semanas del desarrollo. Se encontraron correlaciones significativas con la edad en casi todas las variables analizadas. Se realiz6 el
test de t para muestras independientes por sexo, analizando toda la muestra y se encontraron diferencias significativas para el indice
distancia/ profundidad. Para el grupo de entre 35 y 45 semanas de gestacion se encontraron diferencias significativas en la longitud del ilion,
profundicad y dngulo de la escotadura mayor, en el indice de la escotadura y en el indice distancia/ profundidad. Sobre la base de los resultados
encontrados, se considera que las diferencias dimorficas en etapas tempranas solo pueden analizarse en periodos de tiempo acotados dado que
las modificaciones ocurridas durante el crecimiento son heterogéneas. Nuevas exploraciones, en otras poblaciones y rangos etarios, permitirian
conseguiruna guia ajustada para la estimacion del sexo en individuos en desarrollo.

Palabras clave: dimorfismo sexual, escotadura ciatica mayor, subadultos.

ABSTRACT. This paper analyzes the ilium through linear measurements, angles and indices in order to evaluate the presence of dimorphic
differences in the earliest stages of life. The sample consists of 62 known sex individuals (29 @ and 33 &) within the age range of 25-45 weeks after
conception from the Lambre collection. The sample was analyzed in two age groups each comprising 10 weeks of development. There were
significant correlations with age in almost all variables. We performed the t test for independent samples by sex and found significant differences
for the index distance/ depth. For the age group between 35 and 45 weeks of gestation significant differences were found in length of ilium, depth
and angle of the greater sciatic notch, the index of the sciatic notch and the index distance/ depth. On the basis of the findings is considered that
dimorphic differences in early stages can only be analyzed in bounded time periods since the changes occurring with growth are heterogeneous.
New explorations in other populations and other age ranges could get a guide for estimating adjusted sex in developing individuals.

Keywords: sexual dimorphism, sciatic notch, subadults.

Recibido marzo 16, 2009 - Aceptado abril 13, 2009



Diferencias sexuales en el ilion fetal

INTRODUCCION

Los ‘ntentos por explicar las variaciones observadas
en el esqueleto humano son un tema de interés
inagotable en los estudios morfologicos. En este sentido,
las modificaciones ontogenéticas y el dimorfismo sexual
son las principales fuentes de la variacion en el
esqueleto humano (1).

Estas fuentes de variacién se imbrican al considerar
que en el proceso de crecimiento y desarrollo se revelan
los caracteres sexuales secundarios, que constituyen la
divergencia morfolégica y dimensional entre los sexos y
que se manifiestan con el despegue puberal, como
consecuencia de la secrecion gonadal de hormonas
sexuales (2).

Los rasgos observados sobre el esqueleto humano
que se han considerado de mayor relevancia para
diagnosticar el sexo son aquellos observados sobre la
pelvisyel craneo (figs. 1y 2). Sinembargo, el valor de las
caracteristicas a ser observadas varia segun el grupo
humano que se esté estudiando y es necesario realizar

comparaciones dentro del mismo grupo.

ﬂ Inexistente

Surco preauricular

Figura 1. Dos caracteristicas sexuales en pelvis adulta. Modificado
de Brothwell (3).
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Figura 2. Caracteristicas sexuales en craneo adulto. Modificado de
Brothwell (3).

La pelvis es considerada como la parte del esqueleto
que nos ofrece informacién mas fiable para la
determinacion del sexo en adultos y sobre ella podemos
evaluar tanto rasgos cualitativos como meétricos. La
importancia diagnostica de la pelvis se relaciona con
que la pelvis femenina tiene una primordial
importancia en la gestacion y el alumbramiento, de
manera que sus caracteristicas han evolucionado con
nuestra especie siendo capaz de conjugar el
desplazamiento bipedo y el desarrollo de un canal de
parto apropiado para la expulsion del recién nacido con
un cerebro particularmente grande en comparacién con
otras especies de primates (4).

En términos comparativos generales, la pelvis 6sea
en el sexo masculino se caracteriza por ser mas alta y
estrecha que la femenina. También es mas robusta y
presenta las inserciones musculares mas marcadas, la
escotadura ciatica es mas estrecha y profunda y no
presenta surco preauricular (fig. 1). Con respecto a
aquellos caracteres que pueden ser mensurados, un
angulo subptbico mayor a 90° es caracteristico del sexo

femenino, y el indice isquioptbico (longitud del
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isquion/longitud del pubis) y el angulo de la
escotadura isquiatica son menores en el hombre. Todas
estas caracteristicas poseen una comprobada aplicacion
diagndstica para el estudio de restos esqueletarios de
individuos adultos que atravesaron el despegue
puberal y que, se estima, desarrollaron los caracteres
sexuales secundarios con éxito.

La determinacion del sexo es un problema de diffcil
solucion cuando se trata de individuos que no
desarrollaron los caracteres sexuales secundarios (5). Se
ha propuesto que los rasgos diagnésticos para la
determinacién del sexo en adultos también pueden ser
aplicados en otros grupos etarios, pero no esta claro si
los resultados pueden ser interpretados con la misma
confianza (6) .

La secrecién de testosterona por los testiculos
fetales, que comienza en la semana 10 y alcanza un pico
en la semana 15, es determinante para la diferenciacién
del sexo masculino (7). De no existir esta secrecién, las
hormonas maternas circulantes determinarfan el
desarrollo del sexo femenino (8). Podemos considerar
entonces, que las hormonas sexuales masculinas tienen
un efecto muy temprano en el desarrollo, por lo tanto,
existe manifestacion de dimorfismo sexual desde etapas
tempranas de la vida prenatal que podria expresarse en
diferencias morfolégicas en el esqueleto (9,10,11,12).

El hueso iliaco es el que ha recibido mayor atencion
en el intento por estimar el sexo en individuos en
desarrollo, esto se debe a que la escotadura ciatica ha
sido considerada como el mejor indicador del sexo. Para
la determinacién del sexo a partir del hueso iliaco se ha
sugerido tanto la utilizacién de rasgos cualitativos como
métricos. Los trabajos de Boucher (13) y Schutkowski
(14) que buscaron diferencias sexuales en individuos

inmaduros tienen sus secuelas ain en la investigacion

actual (15,16,17,18,19).

Al analizar las muestras utilizadas para el estudio
de la determinacién del sexo, debemos considerar que
es importante que estas muestras cuenten con una
asignacion de sexo real establecida. Las colecciones
contempordneas documentadas con mayor ntmero de
individuos dentro del rango etario de interés de este
trabajo son la coleccion del Museo del Instituto de
Medicina Forense de Szeged, Hungria (20), y la del
Instituto Smithsoninan, Washington, Estados Unidos
(7). Sin embargo, las colecciones arqueoldgicas que han
sido utilizadas para profundizar estas investigaciones
generalmente cuentan con un ndmero muy pequefio de
individuos y utilizan amplios rangos de edad en los
andlisis (14,17,18,19,21).

Por dltimo, es interesante considerar que la
basqueda de un patrén de diferenciacion sexual a lo
largo de toda la ontogenia no ha dado resultados
consistentes. En cambio, los trabajos que consideraron
lapsos pequeiios del desarrollo o adultos donde la
morfologia permanece estable, han permitido obtener
mejores conclusiones. El estudio longitudinal de
Coleman (22), demuestra que las diferencias sexuales
que se observan en adultos, se desarrollan a partir de
variaciones en los rangos y direcciones del crecimiento
en dareas locales del complejo pélvico. En este mismo
sentido, Gonzélez (23) demuestra que las diferencias
dimérficas no son solamente la consecuencia de una
mayor extensién en el periodo de crecimiento de los
individuos de sexo masculino y que existe una
divergencia en las trayectorias ontogenéticas seguidas
por cada uno delos sexos.

Este articulo se propone analizar una serie de rasgos
métricos en el hueso iliaco en el periodo comprendido

entre las 25 y 45 semanas de gestacion. Este es el primer
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trabajo regional que tiene como base una muestra
contempordnea documentada en la que se destaca la
particularidad de contar con un la informacién de sexo
real. El objetivo dltimo del andlisis es conocer si la
muestra presenta diferencias sexuales que puedan ser
utilizadas en el terreno arqueoldgico y forense para la

determinacion del sexo.

MATERIALES Y METODOS
Para este trabajo se utiliz6 una muestra de
individuos pertenecientes a la Coleccién Osteoldgica
Prof. Dr. Rémulo Lambre (24). Se decidi¢ trabajar con 62
casos (29 @ y 33 J') con edades estimadas en el periodo
comprendido entre 25 y 45 semanas de gestacion. Se
agrupd .amuestra en 2 conjuntos de edad uno entre 25y

35semanasy el otro entre 35 y 45 semanas (tabla 1).

25a 34, 9% manas

353 45 semanas 13 13 26
Total 29 33 62

Tabla1. Composicién de la muestra por sexoy grupos de edad.

La Coleccion esta integrada por restos esqueletales
cedidos por el Cementerio Municipal La Plata y para
cada uno de los individuos que componen la muestra se
cuenta con informacién documental de sexo. El rango
de edades analizado en este trabajo fue estimado a partir
delalongitud de fémur.

Dado que la longitud total de fémur presenta datos
perdidos debido a que algunos elementos esqueletarios
estaban ausentes o deteriorados, se realizo la
imputacion de valores perdidos a través del método de
imputacion multiple (IM) (25) que permite reemplazar

los datos perdidos por valores simulados. Para la

eleccion del algoritmo a utilizar para las imputaciones
se aplico el disefio propuesto por Béguelin (26) y se
selecciond la estimacion EM con matriz de correlacion
con el programa Systat 9.0, por presentar los datos mas
cercanos alosreales.

Luego se utiliz6 al ecuacion de Sherwood et al. (27)
para estimar la edad (en semanas de gestacion desde el
altimo periodo menstrual normal), a partir de la
longitud total del fémur. Se seleccion¢ esta la ecuacién
de estimacion de edad porque estd desarrollada para su
aplicacion en restos 6seos arqueolédgicos y forenses de
entre 15y 42 semanas de gestacion.

Con el objeto de comprobar la existencia de
diferencias dimorficas en el hueso iliaco se realizoé el
relevamiento morfométrico con un calibre digital
Mitutoyo (precisiéon 0.01 mm). Se seleccionaron las
variables absolutas longitud y ancho, segtun las
definiciones de Fazekas y Késa (20) (tabla 2). Se tomaron
fotografias del hueso iliaco en vista ventral, en este caso
se seleccioné el hueso izquierdo y si éste no se
encontraba o estaba deteriorado se tom¢ el derecho. La
captura de estas imagenes fue estandarizada por el uso
de una cdmara Lumix de Panasonic con zum éptico 6x a
15 cm de distancia sobre fondo negro con una escala
milimetrada. Sobre la imagen digital se relevé el area de

la escotadura cidtica mayor mediante la utilizacion del

programa Image Pro-Plus 7 (fig 3; tabla 3).

Lowngitud: 1stancia medida entre 1as ¢spinas superiores anterior v
Anchor distancia medida entreel punto medio de la curvatara de
v el limite del ilion que forma 1a unidn acctabuldar.

Tabla 2. Rasgos métricos de hueso iliaco relevados con calibre
digital
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g S Carilla
auricular

Figura 3. Ilion derecho en vista ventral con las medidas relevadas
sobre imagenes digitales. A: amplitud; B: profundidad; C: distancia;
D: angulo.

MedjGones:| Esootad traicanca mavoridellilion

Amplitud: distancia entre el extremo anterior v posterior de la
escotadura cidkica.

Prfundidad: la mayor profundidad de la escotadura medida de
maneta perpendicular a la recta trazada en la medicion de la
amplitad.

Distapeia: ubicacién de la mavor profundidad {midiendo sobrela
misma recta de la amplitudy la distancia desde la carilla auricular
haciael punto donde intersecta con la maver profundidad de la

escotadura.
Anguertomandoel punto de la mavor profundidad sobre el

bordede la escotad ura como vértice se travaron las tangentes
schrelos bardes anterior ¥ posterior de la escotadura
descibiendo 1a apertura del angulo.

Tabla 3. Rasgos métricos de escotadura cidtica mayor relevados
sobre imagenes fotograficas.

A partir de la combinacién de las medidas amplitud
y profundidad se calculé el indice de la escotadura
trabajado por otros autores (13, 16, 20) y se estimaron
nuevos combinando la informacién aportada por las

variables relevadas (tabla 4).

Tndices

Fdivede la ecotadura amplitud / profundidad
bedice dip: distancia / profundidad
bedice dfn- distancia / amplitud

F:ufir(* dfrichn - diskancia / ancho iljaco

Tabla4. Indices.

Se analiz¢ la correlacion de las variables con la edad.
Se realizo el test de t para muestras independientes por
sexo analizando las diferentes variables para el total de
la muestra. Luego, bajo el supuesto de que los cambios
que ocurren con el crecimiento impiden encontrar
relaciones lineales que permitan la discriminacién por
sexos durante todo el perfodo de desarrollo, se

analizaron las variables por grupos de edad.

RESULTADOS
Se observé que las variables longitud y ancho del
ilion, asi como las medidas lineales tomadas sobre la
escotadura (amplitud, profundidad y distancia), el
dngulo y el indice distancia/amplitud tienen una

significativa correlacién con laedad (fig. 4).

flion longitud
a0+ ilion ancho
ampltud
distancia
profundidad

milimetros

G0 es

o

Edad en semanas

Figura 4. Diagrama de dispersion. Ilustra la relacion de las variables
lineales (longitud y ancho del ilion y amplitud, profundidad y
distancia de la escotadura mayor, relevadas en milimetros) con la
edad.

Se probé la normalidad de las variables por el test de
Kolmogorov-Smirnov y se realizé el test de t para
muestras independientes por sexo analizando toda la
muestra y solo se encontraron diferencias significativas
parael indice distancia/profundidad (t: 2,14; p: 0,03). Es

interesante observar que las diferencias en el dngulo de
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la escotadura (t: 1,75; p: 0,08) y el indice de la escotadura
(amplitud/profundidad) (t: 1,70; p: 0,09) fueron las
otras dos variables cercanas al limite de significacion en
la diferenciacion por sexo. El resto de los indices y
medidas lineales relevadas sobre ilion y escotadura
cidtica mayor no presentaron diferencias.

Se realiz6 nuevamente el test de t para muestras
independientes por sexo analizando la muestra por
grupos de edad. No se encontraron diferencias
significativas para ninguna de las variables en el primer
grupo (25 a 35,9 semanas). Sin embargo, el grupo con
edades comprendidas entre las 35 y 45 semanas
presenté diferencias significativas para cinco de las diez

variables analizadas (tabla 5).

Test de t
cialdad de medjas

Hien lotgitud 2,257 2 0,033
Trofundidad 2,301 24 0,025
Angula 216 2 0,041
Amplitud/ profundidad 2867 IR (0,008
Distancia/ profundidad 2,412 2 0,024
U Wrdos los casus se proba La hoanegencidad de varianga por el st de Eevene.

Tabla 5. Variables que presentaron diferencias significativas por
sexoene. grupo con edades entre 35y 45 semanas.

Conociendo las variables que presentan diferencias
significativas, se tomaron los limites del 95% de la
dispersion por sexo para cada una de las mismas y se
construyd una tabla comparativa (tabla 6). Esta tabla nos
permite diferenciar los individuos masculinos y los
femeninos para este grupo de edad, asi como encontrar
un rango de valores para ambos sexos se encuentran
superpuestos. La tabla fue ordenada de manera que
pudieran observarse las diferencias por sexo, ubicando
en los extremos los valores para +/-2 desvios estandar

para cada sexo.

Q 133,37 25,7 1,79 5,29 3,15
219 | 2760 1,89 487 268

indeterminado
11528 | 36,82 3,39 3,52 1,64
d 723 002 4.21 287 146

Tabla 6. Comparacion por sexo.

Esta tabla resume los valores obtenidos en la
muestra para las variables que presentaron diferencias
significativas por sexo en el grupo de 35 a 45 semanas 'y
permite una aproximacion para estimar el sexo para un
ilion de sexo no conocido. El rango de valores incluido
en la fila “indeterminado” representa los valores
superpuestos para ambos sexos para cada variable. En
cursiva los valores para 2 s.d. para masculinos y en
negrita los femeninos. En las filas @ y & encontramos
los valores de 2 s.d. para cada uno de los sexos que no
presentan superposicion con el sexo opuesto. Ej: en el
caso de observar una escotadura con un angulo de 110°.
La tabla informa que solo el 2,5% de la poblacion de
sexo femenino en este grupo de edad presenta un
angulo de la escotadura inferior a 115,28° por lo que
podemos suponer que se trata de un ilion cuyo sexo
probable es masculino.

Por daltimo se graficaron las variables que
presentaron diferencias significativas en barras de 95%
de confianza para la media, discriminando ambos
grupos de edad y sexos, con el objetivo de observar
como se manifestaban las diferencias. Se observé que
desde el primer grupo de edad hacia el segundo (en el
que se manifiestan las diferencias significativas por
sexo), el angulo y el indice de la escotadura toman

caminos divergentes (figs 5ayb).
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Figura 5. Barras de error de la media para el 95% de confianza para
dos grupos de edad.
A:indicedela escotadura; B: angulo.

También se observé que hay un aumento
significativo en la profundidad de la escotadura en el
sexo masculino, lo que se manifiesta en las diferencias
encontradas en el segundo grupo. La misma tendencia

se observé enlalongitud delilion (fig. 6ay b).
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259 -
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20+
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25234 9 semanas 35 a 45 semanas
Grupos de edad

Figura 6. Barras de error de la media para el 95% de confianza para
dos grupos de edad.
A: profundidad dela escotadura; B: longitud de ilion.

Por altimo, el indice distancia/profundidad
muestra un aumento mds pronunciado en el sexo
femenino. Esta acentuacién de la distancia a la mayor
profundidad de la escotadura sobre la profundidad de
la misma, muestra una mayor estabilidad en la relacién
entre distancia y profundidad en el sexo masculino y
mayores modificaciones en el femenino, aunque no
llega a describir una tendencia divergente entre los

sexos (fig. 7).
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Sexo
IF

2,87

—k
M

2,64

2,0

indice distancia | profundidad de la escotadura
X
AN

159

T T
25 a8 34,9 semanas 35 a 45 semanas

Grupos de edad

Figura 5. Barras de error de la media para el 95% de confianza para
dos grupos de edad. Indice distancia/profundidad.

DISCUSION Y CONCLUSIONES

El centro de osificacion del ilion aparece alrededor
de fines del segundo y principios del tercer mes de
desarrollo, en el pericondrio del techo del acetabulo,
donde se constituird la escotadura mayor y continuard
la osificacion en forma radiada. Para el nacimiento, el
ilion ya ha desarrollado las principales caracteristicas
del hueso adulto. Sin embargo, el dimorfismo sexual no
se manifiesta de igual manera. Han sido descritas
diferencias sexuales en la pelvis fetal y juvenil, pero
estas no han sido suficientes para permitir una
discriminacién confiable (28).

En los dltimos afios, se han publicado una serie de
trabajos de investigacion sobre dimorfismo sexual en
subadultos que retoman trabajos pilares como los de
Boucher (13) y Schutkowski (14) pero con nuevas
metodologias de analisis, sin embargo estos nuevos
estudios arrojan resultados contradictorios.

Vlaky colaboradores (18) sefialan que la morfologia

dela escotadura mayor muestra solo unnivel marginal

de dimorfismo sexual y que, a pesar de que algunas de
las diferencias fueron estadisticamente significativas, el
solapamiento de las distribuciones para los sexos
femenino y masculino para las medidas ajustadas por la
edad, imposibilitan su uso como indicadores confiables
de sexo en juveniles en todas las poblaciones. Por otra
parte, mediante el analisis de Eigen-shape para
recolectar datos de forma de la escotadura, Wilson y
colaboradores (19) computaron funciones discrimi-
nantes basadas en el sexo conocido y alcanzaron hasta el
100% de identificaciones correctas para masculinos
mediante el uso delaforma delaescotadura.

En el presente trabajo, al analizar la muestra
completa encontramos diferencias significativas por
sexo en el indice distancia/profundidad de la
escotadura. Las comparaciones por grupo de edad nos
permiten observar un cambio en la morfologia, desde
formasindiferenciadas en el grupo de 25 a 34,9 semanas,
hacia diferencias significativas entre las 35 y 45
semanas. Esto coincide con lo observado por Hromada
(1939) (28) quien identificé al tercer trimestre como la
fase en la que ocurren las mayores transformaciones
dimérficas en el huesoiliaco.

El dimorfismo sexual entre las 35 y las 45 semanas
postgestacionales se manifiesta en la forma general del
ilion y particularmente en la escotadura mayor. En el
sexo masculino disminuye la amplitud de la escotadura
en relaciéon a la profundidad de la misma, dando como
resultado un menor ndice de la escotadura, en cambio, en
el sexo femenino se observa la tendencia contraria. Estos
resultados coinciden con los de Fazekas y Késa (20) y
Schutkowsk (16), quienes observaron que las variables
amplitud y profundidad de la escotadura son los rasgos
mas diagnésticos de sexo enilion para un grupo de edad

semejante al considerado en este trabajo.
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También en el sexo masculino, acompanando las
variaciones que ocurren en amplitud y profundidad, el
angulo dela escotadura disminuye. Esto coincide con los
resultados de Vlak y colaboradores (18) quienes
encontraron que en el grupo de 0 a 1 afio las diferencias
significativas entre sexos se encontraban en el angulo y
la profundidad de la escotadura. Los resultados del
presente trabajo también concuerdan con los de Wilson
y colaboradores (19) quienes encontraron que el &ngulo
permite altas proporciones de asignacién de sexo
correcta en una muestra de individuos de entre 0 y 8
afos.

Conociendo que la profundidad y la amplitud de la
escotadura se modifican de manera diferencial segtn el
sexo, la distancia a la mayor profundidad ofrece otra
manera de contemplar las variaciones dimérficas en la
escotadura mayor. La variable distancia analizada en
este trabajo, estd inspirada en la propuesta de Holcomb
y Konigsberg (15), quienes plantearon que las
variaciones dimérficas estan relacionadas con cambios
en la ubicacién de la mayor profundidad de la
escotadura.

La variable distancia no presenté diferencias
significativas por sexo y tampoco se encontraron
evidencias de una relocalizacién diferencial de la mayor
profuncidad. Sin embargo, la distancia es mayor en el
sexo femenino en todo el periodo de edad analizado y el
indice distancia /profundidad, es el tinico caso en el que
encontramos diferencias significativas tanto para la
muestra completa como para el grupo de 35 a 45
semanas. Estos resultados nos indican que existen
diferencias debidas al sexo, siendo la relacién
distancia/profundidad més estable para el sexo
masculino enlos diferentes grupos de edad.

Los resultados obtenidos en este trabajo permiten

afirmar que existen diferencias significativas entre los
sexos en el ilion fetal y perinatal, y que esas diferencias
se hacen manifiestas y estadisticamente significativas
alrededor de la semana 35 de gestacion. A partir de los
mismos, también se confirma que durante el proceso de
crecimiento se modifica la constitucion del esqueleto y
que en el hueso ilfaco en particular, desde formas
sexualmente indiferenciadas se desarrollan diferencias
en la estructura que pueden permitir su uso para

contribuir a la determinaciéon del sexo.
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RESUMEN. Se estudiaron 136 carcinomas mamarios de perras y sus linfonodos satélites por métodos histologicos e histoquimicos con el
proposito de evaluar la presencia de émbolos carcinomatosos y la actividad angiogénica del tumor, esta tltima a través de la identificacion de
VEGEFR-2 (receptor para el factor de crecimiento de endotelios vasculares-2), y del recuento de microvasos. Se estableci6 la relacion entre la
presencia de émbolos y la angiogénesis y su repercusion en el estado del linfonodo, factor prondstico de supervivencia de valor ya demostrado en
la especie. Se hallaron diferencias significativas entre las neoplasias con y sin émbolos tumorales con respecto a su capacidad de originar
metéstasis en los linfonodos. La magnitud de la angiogénesis fue mayor en neoplasias en las que se habian evidenciado émbolos carcinomatosos
y/ometastasis.

Palabras claves: caninos, carcinomas mamarios, invasién vascular, angiogénesis, prondstico.

ABSTRACT. One hundred and thirty six canine mammary carcinomas and their satellite lymph nodes were histological and histochemically
studied. The aim of the present work was to assess the presence of carcinomatous emboli and the tumour angiogenic activity, the latter through
the identification of VEGFR-2 (vascular endothelial growth factor receptor -2) and the counting of microvessels. The relation between the
presence of emboli and angiogenesis and its impact on the status of the lymph nodes was established. Significant differences were found between
tumours with and without emboli and their ability to cause metastasis in the lymph nodes. The extent of angiogenesis was higher in tumours that
had demonstrated carcinomatous emboli and / or metastasis.

Key words: canine, mammary carcinomas, vascular invasion, angiogenesis, prognosis.
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INTRODUCCION

Los tumores mamarios son las neoplasias
espontaneas mds comunes en caninos y constituyen
mas del 50% del total en las perras (1). Entre 40% y 74 %
de las neoplasias mamarias son malignas (1, 2). El
promedio de edad de las pacientes en el momento del
diagndstico oscila entre nueve y diez afios y son raros en
perras menores de cinco afios (1). Son mas frecuentes en
las razas pequefias, si bien en estas razas la proporcion
de neoplasias malignas es menor (3). La mayor parte de
las pacientes portadoras son hembras enteras u
ovariectomizadas luego del segundo celo. Las mamas
abdominales caudales e inguinales, de mayor desarrollo
en cada ciclo, son las mas propensas a desarrollar
neoplasias, las que generalmente son nodulares y
puedenser tinicas o multiples (1).

El estado de los linfonodos (LN) satélites, junto con
el tamario del tumor, son los marcadores prondsticos
mas relevantes relacionados con la supervivencia, tanto
en humanos como en caninos (1,4, 5).

La diseminacién de los carcinomas ocurre
principalmente por via linfética (4). Aunque el drenaje
linfatico del tejido mamario canino es complejo, se
considera al LN axilar como regional para las mamas
tordcicas y abdominales craneales, y a los LN inguinal
superficial (mamario) e ilfaco medio como regionales
paralasabdominales caudales e inguinales.

Las metéstasis encontradas en los LN derivan
(progenie expandida) de las células del tumor primario,
luego de un proceso de seleccion natural. Estas
neoformaciones secundarias constituyen, por lo tanto,
una fuente de células capaces de metastatizar hacia los
pulmones, higado, rifiones, entre otros O6rganos
distantes. La insuficiencia de estos organos,

particularmente de los pulmones (cuyo parénquima se

comprimey/o es reemplazado en distinto grado por las
metdastasis) causa la mayor parte de las muertes por
cancer y constituye la principal indicacion para la
eutanasia de las pacientes (4). La mayor parte de las
metastasis son diagnosticadas en menos de un afio
luego del diagnéstico del tumor primario (1).

Otras caracteristicas de las neoplasias, tales como la
invasion de sus vasos por émbolos carcinomatosos y la
magnitud de la angiogénesis, podrian ser de utilidad
para el pronostico.

Si bien es relativamente frecuente el hallazgo de
émbolos neoplasicos (EN) en vasos peritumorales, su
influencia en el desarrollo de metastasis en los LN es
motivo de controversia (1, 6, 7). Ademas, las células
tumorales deben evadir la destrucciéon tumoral
inmunomediada, por lo que la mayoria de las mismas
tiene poca supervivencia en el torrente sanguineo (8).

La frecuencia informada de EN en carcinomas
mamarios en caninos varia entre 1,6-4:10 (3, 9, 10). No
existe consenso con respecto a la relacion entre la
invasion a los vasos y el prondstico en esta especie (2),
aunque algunos autores observaron correlacion entre el
hallazgo de EN y la disminucién de las probabilidades
de supervivenciaa 18 y 24 meses (3, 10).

La angiogénesis juega un rol central en las
neoplasias mamarias, tanto en el crecimiento tumoral
como en el desarrollo de metastasis a distancia (11, 12,
13). Para constituir un marcador de valor, este proceso
debe estimarse de manera cuantificable y ser
reproducible en casos clinicos. Es posible establecer la
densidad de microvasos (DMV) de la masa tumoral,
considerandolos como producto del fenémeno de
angiogénesis, asi como medir la expresion de algunos
de los factores involucrados en las vias de sefalizacion

(factores de crecimiento -GF-, receptores, etc.) (12). El
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crecimiento y la progresion tumoral dependen del
abastecimiento sanguineo, ya que ambos procesos estan
limitados por el acceso a O, nutrientes y GF
provenientes de la circulaciéon. La red vascular
posibilita, asimismo, la eliminacién de desechos (8, 14).
Por otro lado, esos nuevos vasos aumentan la
oportunidad de las células neopldsicas de llegar a la
circulacion general y alcanzar sitios distantes. Si bien el
término “angiogénesis” se usd para describir el
crecimiento de brotes vasculares a partir de vénulas
poscapilares preexistentes (proceso practicamente
ausente en el organismo adulto en estado de salud), se
utiliza en la actualidad de manera mas amplia para
denotar el crecimiento y remodelaciéon de la red
vascular primitiva en una mas compleja. La adquisicion
dela capacidad angiogénica puede ser una expresion de
la progresion desde la transformaciéon neoplasica de la
poblacion en cuestion hasta su crecimiento y el
desarrollo de metastasis (14). Entre los factores
proangiogénicos, la familia del factor de crecimiento de
endotelios vasculares (VEGF) y sus receptores (VEGFR)
es la mejor caracterizada y constituye el foco de la
investigacion béasica y de desarrollo de la industria
farmacéutica en el campo de la oncologia. Se trata de
una familia de glicoproteinas: VEGF-A, VEGF-B, VEGF-
C, VEGF-D, VEGF-E y los factores de crecimiento
placentarios 1y 2 (PIGF 1y 2), consideradas claves en la
vasculogénesis y la angiogénesis, tanto en condiciones
fisiologicas como patoldgicas. VEGF se une a sus
receptores, de tipo tirosinquinasa, en las células
endoteliales y otras células (15, 16, 17, 18). Su sintesis se
incrementa fundamentalmente por la hipoxia, acidosis
e hipoglucemia. Diversos autores describieron los
siguientes receptores para los GF: VEGFR1 o Flt-1 (fins
like tyrosin kinase), VEGFR2 o KDR (kinase-insert domain

containing receptor) o su homologo murino Flk-1 (fetal
liver kinase), VEGFR3 (Flt-4) y VEGFR4 (15, 16). Los
diferentes receptores se unen a uno o mas ligandos,
desencadenandose respuestas disimiles (14, 15, 16).

Flk-1 se expresa en endotelios sanguineos y regula
la mayoria de los efectos del VEGF en proliferacion,
aumento de permeabilidad, invasién, migracion y
supervivencia celular (9). La ausencia de islotes y vasos
sanguineos en embriones carentes de VEGFR-2
(VEGFR-2 -/-) indica que el patrén de sefalizacion que
lo involucra es requerido tempranamente en el
desarrollo del linaje endotelial (15). Asimismo, se
encontré correlacion entre la expresion del VEGF y la de
sureceptor VEGFR-2 (17,19).

También fue descripta la presencia de Flt-1y Flk-1y
sus co-receptores (neuropilinas) en las células de
tumores, tales como carcinomas pulmonares (excepto el
de células pequefias), proéstaticos, mamarios y
melanomas y en los vasos adyacentes a los mismos, lo
que sugiere que el VEGF podria desempenar roles
adicionales a través de tales receptores mediante
comunicacién autocrina (9,17, 18, 19).

La angiogénesis y su relacion con el com-
portamiento bioldgico de las neoplasias todavia estan
poco comprendidas en oncologia veterinaria. En
caninos no se encontré asociacion entre la mayor
cantidad de vasos y la invasion a los mismos (9). En
coincidencia con lo que ocurre en humanos, la
sobreexpresion del sistema VEGF/VEGFR esta
asociada a la progresién en neoplasias mamarias en
caninos (12,16,19, 20, 21).

La investigacion de los desérdenes propios de la
carcinogénesis y de la progresion del tumor en los
caninos puede aportar conocimientos acerca de la

patogenia y de los patrones de comportamiento de las
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neoplasias en esta especie, de particular utilidad para el
diagnostico, prondstico y tratamiento. El objetivo de
este trabajo fue establecer la existencia y magnitud de la
asociacion entre la angiogénesis tumoral y la invasion

vascular con el desarrollo de metastasis enlos LN.

MATERIALES Y METODOS

En el presente estudio se analizaron 136 casos de
carcinomas mamarios invasivos. Los  carcinomas in
situ fueron excluidos del analisis. El proceso de
angiogénesis se estudié mediante inmunohistoquimica
(IHQ), midiendo la expresion del VEGFR2 ylaDMV. La
presencia de EN en las neoplasias y de metastasis en los
LN, asi como la clasificacion histologica de los tumores,
se determindé mediante observacion de cortes
coloreados con hematoxilina-eosina (HE).

Para las técnicas de IHQ se utilizaron cortes de los
organos, montados sobre portaobjetos con cargas
positivas (Superfrost plus® A100018, Deltalab). En los
casos de neoplasias multiples, s6lo se procesaron
mediante IHQ aquellas cuyo tipo y grado histologicos
habian sido diagnosticadas como menos diferenciadas.
Los cortes fueron procesados mediante la técnica de
inmunoperoxidasa con el sistema de deteccion
estreptavidina-biotina con peroxidasa de rabano
picante (LSAB2 System, K0673. DAKOCytomation,
Carpinteria, USA). Para la recuperacién antigénica los
cortes desparafinados fueron sumergidos en tampén de
citrato y calentados en horno de microondas durante
dos ciclos de 5 minutos cada uno. Para inhibir las
uniones inespecificas del anticuerpo con el tejido, los
cortes fueron cubiertos con leche descremada en polvo
comercial, al 4% en solucién de tampon de fosfato (PBS),
durante 20 minutos. El inmunoprecipitado fue puesto

de manifiesto mediante tratamiento con 3,3'-

diaminobencidina (DAB) incluida en el LSAB2 System.
En todos los casos, el control negativo de la técnica lo
constituyé un corte procesado simultdneamente con
aquellos en estudio segin el mismo protocolo, a
excepcion de la incubacion con el anticuerpo primario.
Lareaccion positiva se evidencid mediante la coloracion
parduzca de las zonas conteniendo la proteina buscada.
Para estimar la expresiéon del VEGFR?2, el anticuerpo
utilizado fue el Flk-1-A/3-: sc-6251 (Santa Cruz
Biotechnology, Inc, USA), concentraciéon: 1/100. Un
corte histolodgico de tejido corneal fue utilizado como
control negativo de lareaccion.

Para la cuantificacion de la inmunomarcacién, se
capturaron las imagenes correspondientes a 20 campos
de cada uno de los 136 casos, utilizando un objetivo de
40X, mediante una cdmara digital (DP71, Olympus,
Japon), montada sobre un microscopio (Olympus BX50)
y conectada a una computadora. Las imagenes fueron
almacenadas con una resolucién de 640x480 pixeles,
color real (RGB) y formato TIFF, con una relaciéon de 0,32
pm/pixel. Mediante un programa de andlisis de
imagenes (ImagePro Plus, v6.3, Media Cybernetics) se
determinaron los parametros correspondientes al area y
la densidad o¢ptica de marcacion de cada imagen
analizada (valores minimos, maximos, promedio,
sumatoria, desvio estandar). De la multiplicacion de los
valores del &rea y de la densidad dptica se obtuvieron
los datos de la densidad optica integrada (DOI), la
densidad optica integrada/mm’ (DOI/mm’) y la
densidad Optica integrada / mdxima intensidad de
marcacion (DOI/IM). La DOI fue el parametro utilizado
para el analisis comparativo de los datos.

Para estimar la DMV, se inmunomarcaron células
endoteliales con el anticuerpo anti-vWf{, clon F8/86, M

0616 (Dakocytomation), concentracién 1/50. Se realizd
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el recuento manual de estructuras marcadas en 20
campos (objetivo 40X), ya fueran microvasos con luz,
células, grupos celulares o estructuras en cordén. Los
primeros 20 cortes procesados fueron analizados por
dos observadores para establecer el criterio de seleccion
de las imégenes a clasificar como “positivas” o
“negativas”. El resto de los casos fue analizado por un
solo observador. Los resultados se expresaron como:
elementos positivos por campo de 40 X. Mediante este
dato y el de la superficie del campo de observacion
(0,075 mm2) se calcul6 el ntimero de elementos por mm’,
el que fue utilizado para el anélisis de los resultados.

Los datos numéricos obtenidos fueron exportados a
una planilla de célculo (SPSS 10.0.1, USA o Microsoft”
Excel 2002, USA) para su estudio estadistico. Para la
comparacion de medias se utilizo la prueba de t (previo
analisis de la homogeneidad de varianzas mediante la
prueba de Levene, SPSS). Para la comparacion de
variables cualitativas se utiliz6 la prueba de x°
(Microsoft” Excel 2002). Para transformar datos
cuantitativos en cualitativos, los primeros se agruparon
en categorias en funciéon de la mediana (DMV
baja/alta). Para determinar la asociacion entre variables
cuantitativas se obtuvieron coeficientes de correlacion
de Pearson y Spearman (SPSS). Como analisis
multivariado se llevé a cabo el procedimiento de
regresion logistica multiple por pasos para seleccionar
las variables de valor pronéstico del estado del LN. En
todos los analisis, el valor de P < 0,05 fue considerado
como significativo para establecer las diferencias entre

poblaciones.

RESULTADOS
Los resultados relacionados con la invasion

vascular en forma de EN carcinomatosos, el

compromiso del LN y la angiogénesis de cada tumor se
presentan en las tablas 1 a 4. En 40 de los 136 casos
estudiados se observaron émbolos neoplasicos (Fig. 1).
De estos, 4 no presentaban metéstasis en los LN. En 74
casos, se observaron metastasis en el LN (Fig. 2). De

estos, la mitad presentaron EN. El odds ratio para la
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Tabla 1. Expresion del VEGFR-2 y de la DMV en las neoplasias sin
EN (EN-) y LN negativos (LN -).

VEGFR-2: receptor 2 del factor de crecimiento de endotelios vasculares; DMV: densidad de
microvasos; EN: émbolos neoplésicos; LN: linfonédulo; D: densidad; DOL: densidad optica
integrada; AIM: drea inmunomarcada.
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Tabla 2. Expresion del VEGFR-2 y DMV en las neoplasias sin EN
(EN-) y LN positivos (LN +).
VEGFR-2: receptor 2 del factor de crecimiento de endotelios vasculares; DMV: densidad de
microvasos; EN: émbolos neoplasicos; LN: linfonédulo; D: densidad; DOIL: densidad 6ptica
integrada; AIM: area inmunomarcada.
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Tabla 3. Expresion del VEGFR-2 y DMV en las neoplasias con EN
(EN +) y LN negativos LN (-).
VEGFR-2: receptor 2 del factor de crecimiento de endotelios vasculares; DMV: densidad de
microvasos; EN: émbolos neoplasicos; LN: linfonédulo; D: densidad; DOIL: densidad 6ptica
integrada; AIM: drea inmunomarcada.

Tabla 4. Expresion del VEGFR-2 y DMV en las neoplasias con EN
(EN+)y LN positivos (LN+).
VEGFR-2: receptor 2 del factor de crecimiento de endotelios vasculares; DMV: densidad de
microvasos; EN: émbolos neoplasicos; LN: linfonédulo; D: densidad; DOL: densidad éptica
integrada; AIM: rea inmunomarcada.

Figura 1. Embolo neoplasico. En la seccion transversal de un vaso
linfatico mamario de una hembra canina se observa un émbolo
neoplasico (flechas) formado por un ctmulo de células
morfolégicamente similares a las observadas en el tumor primario.
Tincién H-E. Objetivo 40x. Barra =50 pm.
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Figura 2. Células tumorales metastasicas. En el linfonédulo

inguinal superficial de una hembra canina con carcinoma de mama,

pudieron observarse células metastasicas (flechas) con

caracteristicas morfolégicas similares a las células del tumor

primario. Tincién H-E. Objetivo 40x. Barra =50 pm.
probabilidad de hallar un LN+ a partir de una neoplasia
con EN frente a una sin EN fue de 9:1. De acuerdo a la
prueba del x’ la diferencia encontrada entre los grupos
que presentaron LN con y sin EN fue altamente
significativa (P <0,0001).

Para la identificacion de VEGFR2 se observé

marcacion parda positiva, tanto en células

carcinomatosas como en células endoteliales, en todos

los casos procesados (Fig. 3).
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Figura 3.THQ para la deteccién de VEGFR2. A. En un corte de un
carcinoma mamario simple anaplasico de una hembra canina se
observaron células tumorales parduzcas, lo que indica una reaccién
positiva al anticuerpo anti-Fik-1, ampliamente distribuida en la
membrana celular y el citoplasma (flechas). Objetivo 40x. Barra = 50
um. B. La misma reaccién pudo ser observada en células
endoteliales. Objetivo100x. Barra =20 pm.

Cuando se utilizaron técnicas para la identificacion
de DMV, la marcacion fue positiva tanto en microvasos
como en células y en grupos celulares, algunos

cordonales (Fig. 4).
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Figura4.THQ para la deteccion de células endoteliales. En un corte
de un carcinoma mamario tubular simple de una hembra canina se
observaron células parduzcas (reaccién positiva) correspondiente a
células endoteliales (flechas), cuando el tejido fue incubado con el
anticuerpo anti-vWF-1. Esta reacciéon permitid la posterior
determinacién de laDMV. Objetivo 40x. Barra =50 pm.

En los tumores estudiados se puso en evidencia la
significativa asociacién entre la expresién del VEGFR-2
ylaDMV (P <0,015) (Tablas 1 a 4). Enlas neoplasias que
originaron EN se encontré mayor ndmero de vasos y
expresion del VEGFR-2 significativamente mds alta que
en aquellas en las que no se observé invasién vascular
(P= 10,0001 para DMV y 0,014 para VEGFR-2). Cuando
los estimadores de angiogénesis se consideraron como
variables cualitativas (DOl de VEGFR-2 baja/alta,
DMV baja/alta, en relacion a la mediana) la diferencias
significativas se mantuvieron entre EN/VEGFR2 pero
noentre EN/DMV.

Tanto la expresiéon del VEGFR-2 como la DMV
(considerada por unidad de superficie) se asociaron

estrechamente con la probabilidad de desarrollo de

metdastasis enel LN (P <0,0009).
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Mediante andlisis multivariado (regresiéon logistica
multiple por pasos) solo la presencia de EN y la
expresion del VEGFR-2 fueron seleccionadas para la
prediccion del estado del LN, observando diferencias
altamente significativas (P= 0,007 y P< 0,001,
respectivamente). Las variables, valor de la estimacién,
limites del intervalo de confianza y valores de P se

muestranenla Tabla5.

taria Ve seleceanatka welimueion Jlimitemenor jindervale de flimite mayor (inlervale de; ]
cnnlianzu, 5 %) cnnlianza, 5 %)
EN 938 252 la2d 30T
ol (LO0H UALILGY UALIDS <001
m——

Tabla 5. Andlisis de regresi6n logistica multiple por pasos. La
presencia de EN y la expresién del VEGFR-2 fueron seleccionadas
parala prediccion del estado del LN.

DISCUSION

Tanto la frecuencia de neoplasias con EN como la de
aquellas con metéstasis en los LN se encontraron dentro
del rango informado por otros autores (3, 9, 10). Con
respecto a la controversial relacién entre ambas
variables, en este estudio las diferencias encontradas en
el hallazgo de metastasis en el LN entre neoplasias con o
sin EN fueron de muy alta significacion..

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 comunicacién auto y paracrina
entre las células mencionadas durante los procesos
mediados por VEGFR-2 (9, 18,19, 21).

Se considera que la via de sefalizacion iniciada por
el VEGF y sus receptores es protagonica durante la
angiogénesis. Sin embargo, los resultados referidos a la
asociacion entre la expresion del VEGF y la DMV en
tejidos mamarios en caninos son contradictorios (9).
Seguin los resultados obtenidos en este trabajo, la

expresion del VEGFR-2 y la de DMV se encuentran

relacionadas. No se hallaron datos publicados con
los que contrastar esta observacion.

De acuerdo con los andlisis realizados en
neoplasias de humanos, la mayor DMV estaria
relacionada con el hallazgo de EN (7, 13). En las
muestras analizadas en este trabajo, tanto la
expresion del VEGFR-2 como la DMV fueron
proporcionales al nimero de casos con émbolos, en
contraposicion a lo informado previamente para los
caninos por Millanta y colaboradores (9). Las
diferencias pueden atribuirse al ntmero de
muestras estudiadas (sélo 29 tumores) y la
probabilidad de que las diferencias de hallazgo de
EN entre tumores de baja o alta DMV se debieran al
azarfue de0,08.

Es posible especular con una relacion causal
directa entre la magnitud de la angiogénesis y la
presencia de EN, no sélo porque el aumento en el
numero de vasos podria significar unlecho vascular
mas amplio para ser invadido, sino, ademas, porque
debido a las caracteristicas histoldgicas de los vasos
neoformados (Idmina basal fragmentada o ausente,
células endoteliales con fenestraciones, espacios
intercelulares, ausencia de pericitos) éstos son muy
permeables, de manera que la activa intravasacién
de células tumorales es ayudada por estas
caracteristicas estructurales (12). Sin embargo, el
hecho de clasificar un caso particular como de DMV
baja o alta no permitiria realizar ninguna
especulacién con respecto a una posible
embolizacién no detectada enlos cortes en estudioy,
por lo tanto, no tendria mayor utilidad que la
realizaciéon de mayor namero de cortes.

Con respecto a la via VEGF/VEGEFR, el receptor

VEGEFR-2, cuya expresion se analizo en el presente
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del GF en proliferacién, invasién, migracién y
supervivencia de células endoteliales y carcinomatosas,
actividades que propenden al desarrollo de metéstasis.
Segun Nakopoulou (19), no se ha establecido relacion
entre la expresion del VEGFR-2 y el hallazgo de
metdstasis o el tiempo de supervivencia. En el presente
trabajo, la mayor expresion del VEGFR-2 se asocio
fuertemente con mayores probabilidades de desarrollo
de metastasisenel LN.

La magnitud de la vascularizacion tumoral se ha
relacionado en numerosos estudios de medicina
humana con factores de reconocido valor prondéstico,
como el hallazgo de metastasis en el LN e incluso el
tiempo de supervivencia global (11, 13). De los
resultados aqui presentados se infiere una asociacion
estrecha entre la cantidad de vasos, expresada en
cantidad de vasos por unidad de superficie, y la
contingencia de su invasion y establecimiento de
metdstasis enlos LN delas perras afectadas.

La supervivencia de las perras portadoras de éstas
neoplasias puede estimarse asertivamente mediante el
hallazgo de metastasis en los LN satélites. Sin embargo,
ante la eventualidad de la remisiéon de la neoformacion
primaria como dnica muestra se vuelve imperioso el
estudio, caracterizacion y ponderacion de pardmetros
propios de la masa tumoral. En ese contexto, la
asociacion evidenciada entre el hallazgo de EN, la
angiogénesisy el estado del LN adquieren relevancia en
el momento de emitir el prondstico y tomar decisiones
terapéuticas enlas perras con carcinomas mamarios.

La determinacién de la magnitud de la
angiogénesis medida por la expresion del VEGFR-2 y la
DMV, aunque no estandarizada en los laboratorios de
patologia veterinaria, constituye una valiosa

herramienta para estimar la progresiéon de la ién

enfermedad. La evaluacién de la invasién vascular y su
inclusién rutinaria en los informes anatomopatoldgicos,
de probada factibilidad, se vuelven necesarias en virtud
del aporte que pueden constituir para los médicos

veterinarios actuantes en los casos clinicos.
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