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Caracterizacion de sarcomas felinos
en sitios de inoculacion vacunal en la Republica Argentina

Palabras clave: sarcoma, felino, inoculacion, COX-2, PDGFR, FGFR
Resumen

Los sarcomas felinos asociados a sitios de inoculacion (SSI) fueron
descriptos por primera vez en 1991, son neoplasias de origen
mesenquimatico que aparecen en las regiones corporales utilizadas
rutinariamente para la aplicacion de vacunas u otros inoculos. El presente
trabajo busca describir caracteristicas morfolégicas y moleculares de estos
sarcomas, en la Republica Argentina. Para ello, se realizaron los estudios
histopatolégicos e inmunohistoquimicos necesarios para arribar al
diagndstico de cada caso, establecer su grado de anaplasia (GA) y de
inflamacion (Gl), calcular el porcentaje de células proliferantes, evaluar la
expresion de COX-2, PDGF-B, FGF-2 y sus receptores (PDGFRa y FGFR-
2), y determinar vasos por campo, area y densidad vascular. Ademas, se
recopild informacién concerniente al seguimiento clinico de los casos
estudiados. Se analizé la relacion entre los resultados obtenidos. Se
comprobé que la mayoria de los SSI en nuestro medio son fibrosarcomas
y el de GA mas frecuente es el Il. Presentaron alta recurrencia y abundante
respuesta inflamatoria asociada. Se demostré la expresion de COX-2 y su
asociacion con el GA, Gl y vasos por campo en estas neoplasias. Se
corroboré que los SSI expresan PDGF-B, FGF-2 y sus receptores. La
proliferacion celular se asoci6 a la expresion de sus receptores, y al area'y

la densidad vascular. Estas ultimas se asociaron al tiempo de sobrevida.
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Algunas de las variables estudiadas mostraron resultados de potencial
valor prondstico. Los resultados obtenidos resultan de particular interés a
la hora de disefiar protocolos antineoplasicos ya que se identificaron
posibles blancos terapéuticos y, por lo tanto, es posible predecir la
susceptibilidad al tratamiento mediante técnicas sencillas. Seran
necesarias futuras investigaciones para corroborar el valor prondstico de
estas variables y el valor terapéutico de los inhibidores de las vias

metabdlicas estudiadas.
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Characterization of feline-injection site sarcomas in the Argentine
Republic
Keywords: sarcoma, feline, inoculation, COX-2, PDGFR, FGFR

Summary

Feline injection site sarcomas (FISS) were first described in 1991, they are
neoplasms of mesenchymal origin that appear in the body regions routinely
used for the application of vaccines or other inocula. The aim of the present
work was to describe the morphological and molecular characteristics of
these sarcomas in the Argentine Republic. For this purpose,
histopathological studies were performed to diagnose, and determine the
degree of anaplasia (DA) and inflammation (DI) of each one. In addition,
immunohistochemistry was used to calculate the percentage of proliferating
cells, to determine the expression of COX-2, PDGF-B, FGF-2 and its
receptors (PDGFRa and FGFR-2), and to estimate the number of vessels
per field, and vascular area and density, were performed. Data from the
clinical follow-up of the cases studied was recorded and analyse. Most of
the FISS in Argentina were fibrosarcomas, being DA |l the most frequently
found. They showed high recurrence and abundant associated
inflammatory response. COX-2 expression was associated with DA, DI and
the number of vessels per field in these neoplasms was demonstrated. The
expression of PDGF-B, FGF-2 and its receptors was corroborated in FISS.
Cell proliferation was associated with the expression of their receptors, and

with vascular area and density. The latter, was also associated with survival
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time. Some of the variables studied showed potential prognostic value. The
results obtained are of particular significance to design antineoplastic
protocols since possible therapeutic targets were identified. Therefore, it is
possible to predict FISS susceptibility to treatment by simple techniques.
Future research will be necessary to corroborate the prognostic value of
these variables and the therapeutic use of the inhibitors of the metabolic

pathways studied.
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Capitulo |

Introduccién
Sarcomas felinos asociados a sitios de inoculacion
Los sarcomas felinos asociados a sitios de inoculacion (SSI) son neoplasias
de origen mesenquimatico que aparecen en las regiones corporales
utilizadas rutinariamente para la aplicacion de vacunas u otros indculos
(Shaw y col., 2009). Estos fueron descriptos por primera vez en 1991, en
Estados Unidos de Norteamérica (Hendrick y Goldschmidt, 1991).
Posteriormente, se diagnosticaron en la mayoria de los continentes
(Hendrick y col., 1992; Dubielzig y col., 1993; Hendrick y col., 1994;
Rudmann y col., 1996; Sandler y col., 1997; Burton y Mason, 1997; Briscoe
y col., 1998; Madewell y col., 2001; Couto y col., 2002; Nieto y col., 2003;
Martin, 2003; Jelinek, 2003; Hershey y col., 2005; Chang y col., 2006;
Aberdein y col., 2007; Baneriji y col., 2007; Deim y col., 2008; Munday y col.,
2011; Carminato y col., 2011; Wilcock y col., 2012; Dean y col., 2012). El
diagndstico histopatolégico mas frecuente de SSI (80%) es un fibrosarcoma
sumamente agresivo y recidivante con un alto indice de mortalidad
(Hendrick y col., 1992; Goldschmidt y Hendrick, 2002; Wilcock y col., 2012).
Otras variantes, tales como el histiocitoma fibroso maligno (HFM) o
sarcoma pleomorfico (Hendrick, 2017), el osteosarcoma, el condrosarcoma
y el rabdomiosarcoma, se presentan con menor frecuencia (Hendrick y col.,
1992; Dubielzig y col., 1993; Hendrick y Brooks, 1994; Goldschmidt y

Hendrick, 2002; Wilcock y col., 2012).
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La relacion entre el desarrollo de sarcomas felinos y la vacunacion se
establecio a partir de trabajos epidemioldgicos. El aumento en el numero
de diagnésticos de fibrosarcomas felinos se asocio en los Estados Unidos
de Norteamérica al incremento en la vacunacion antirrabica de la poblacion
felina tras la sancién de una ley de vacunacion obligatoria para rabia en
1987 (Hendrick y col., 1992; Deim y col., 2008). La mayoria de estos
tumores se originaron en regiones corporales de uso frecuente para la
inoculacién de vacunas. Mientras el numero de fibrosarcomas en sitios no
utilizados para inoculacion permanecié estable. El analisis de estos
resultados permitid establecer la relacion etioldgica entre la vacunacion y
el desarrollo de fibrosarcomas (Hendrick y col., 1992). Esta relacion causal
s6lo fue comunicada en hurones (Munday y col., 2003), ademas de en
gatos.

Aspectos morfolégicos

Macroscopicamente, los SSI tipicos (fig. 1) son masas blanquecinas,
firmes, bien delimitadas, con un centro cavitado que contiene liquido
mucinoso o acuoso (Hendrick y col., 1992; Goldschmidt y Hendrick, 2002).
En cuanto al aspecto microscdpico existen variaciones relacionadas con el
grado de anaplasia. Si los fibrosarcomas son bien diferenciados, presentan
haces entrelazados de células fusiformes. En cambio, los mas anaplasicos
poseen células de forma y tamafo variable con nucleos pleomorficos;
muchas de las células son multinucleadas y son abundantes las figuras
mitoticas (fig. 2 y 3). Es frecuente la presencia de una intensa respuesta

inflamatoria periférica en la que predominan linfocitos y macréfagos
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(Hendrick y col., 1992; Hendrick y Brooks, 1994; Doddy y col., 1996; Couto
y col., 2002; Goldschmidt y Hendrick, 2002). Cualquiera sea su diagnéstico
histopatolégico, los SSI se caracterizan por presentar: un infiltrado
linfocitico periférico (fig. 4), un componente miofibroblastico prominente v,
a menudo, infiltracion de macréfagos que contienen un material grisaceo
intracitoplasmatico (Madewell y col., 2001). Muchos casos presentan
células gigantes intratumorales (Madewell y col., 2001).

El material intracitoplasmatico que contienen los macréfagos en la
respuesta inflamatoria peritumoral es idéntico al descripto en reacciones
inflamatorias posvacunales. Se pudo demostrar en este material la
presencia de 6xido de aluminio (Hendrick y col., 1992; Deim y col, 2008),
sustancia utilizada como adyuvante en las vacunas a virus muerto.
También, se demostré aluminio en el centro necrético y en las células
gigantes (Deim y col., 2008).

Los SSI pueden presentar una capsula incompleta de tejido fibroso y, a
pesar de su aspecto circunscripto, es posible comprobar, con la
observacion microscopica, que emiten proyecciones que se alejan de la
masa principal hacia planos mas profundos. Aquellos tumores que se
encuentran en el tejido celular subcutaneo suelen alcanzar los planos
musculares (Hendrick y col., 1992; Hendrick y Brooks, 1994; Doddy y col.,

1996; Goldschmidt y Hendrick, 2002).
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Figura 1. Imagen macroscépica de un sarcoma felino asociado a sitio de
inoculacién. Se observa su color blanquecino, su aspecto bien delimitado y

su centro cavitado que contiene liquido mucinoso.

Figura 2. Fibrosarcoma en la parrilla costal de un felino de 10 afios. Se
observan varias células gigantes multinucleadas en el centro de la

imagen. H&E 10X.
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Figura 3. Fibrosarcoma en parrilla costal de felino de 10 afos. Se
observan, en esta imagen, abundantes figuras mitéticas y pleomorfismo

celular. H&E 40X.

Figura 4. SSI, se observa el caracteristico infiltrado linfocitico

peritumoral. H&E 10X.
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Diagnostico

La distincién citolégica entre fibrosarcoma posinoculacion y reaccién
inflamatoria posinoculacion es dificultosa debido a la similitud morfolégica
entre los fibroblastos del tejido de granulacion y las células neoplasicas. La
biopsia escisional es el método de eleccion para el diagnostico
(Goldschmidt y Hendrick, 2002).

El diagndstico de SSI requiere de la identificacion de sus caracteristicas
histologicas y de su localizacion en sitios tradicionalmente usados para la
inoculacién de vacunas (Wilcock y col., 2012).

Hipotesis respecto a su etiopatogenia

Los compuestos con aluminio son adyuvantes utilizados comunmente en
vacunas a virus muerto (Hendrick y col, 1992; Deim y col., 2008),
incluyendo las de rabia y leucemia felina. Los adyuvantes a base de
aluminio fueron involucrados en la etiologia de granulomas de cuerpo
extraio en humanos; esta reaccion es idéntica a la respuesta inflamatoria
hallada en sitios de inyeccion en perros y gatos (Hendrick y Dunagan,1991;
Hendrick y col., 1992). La presencia de agregados peritumorales de
macrofagos con aluminio apoya el diagnostico de SSI (Hendrick y col.,
1992; Goldschmidt y Hendrick, 2002). Se postul6 que el aluminio generaria
una respuesta inflamatoria persistente que induce la sintesis de factores de
crecimiento y citoquinas que estimularian la proliferacién de fibroblastos y
miofibroblastos. Sin embargo, en un estudio de riesgo, la aparicion de SSI
también se relacion6 con la inoculaciéon de vacunas con adyuvantes que

carecian de aluminio y sin adyuvante (Kass y col., 1993; Deim y col., 2008),
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pero siempre se asocié a procesos inflamatorios cronicos. La inflamacién
persistente en las respuestas en los sitios de inyeccion predispondria a los
gatos a desarrollar una respuesta reparativa que en algunos casos
culminaria en una neoplasia (Hendrick y col., 1992; Kass y col., 1993;
Woodward, 2011). Esta hipdtesis se sustenta en el hallazgo de focos
sarcomatosos microscoépicos en respuestas inflamatorias granulomatosas
(Hendrick y col., 1992). La transformacion maligna de fibroblastos reactivos
en las respuestas posvacunales ocurriria sélo en el 5% de los casos. La
magnitud y duracion de la inflamacién estaria influenciada por la
formulacion de la vacuna y condicionada por el genoma del paciente
(Wilcock y col., 2012).

Los fibroblastos pueden sufrir transformacion neoplasica a través de
diferentes mecanismos, incluida la activacion de oncogenes e inactivaciéon
de genes supresores tumorales. Los factores de crecimiento, producidos
durante la respuesta inflamatoria crénica, no sélo promueven la
proliferacion de los fibroblastos, sino también pueden inducir su
transformacién maligna y la angiogénesis local, procesos indispensables
para la carcinogénesis. Su sobreexpresion fue hallada en diferentes
tumores y se relacioné con la etiopatogenia de la carcinogénesis (O'Byrne
y Dalgleish, 2001).

La inflamacién crénica puede inducir la produccién de radicales libres y
metabolitos que generan danos en el ADN y mutaciones, actuando como
iniciadores de la carcinogénesis. El factor de crecimiento de fibroblastos-2

(FGF-2) esta intimamente relacionado con los procesos inflamatorios, la
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angiogénesis y el desarrollo de tumores mesenquimaticos. Se demostré su
expresion en SSI por lo que podria estar involucrado en su patogenia.
Algunos mediadores inflamatorios, como citoquinas y prostaglandinas,
pueden inducir la liberacién de FGF-2 por las células tumorales. Este factor
estimula el crecimiento y la sobrevida celular, suprime la respuesta inmune
mediada por células y promueve la angiogénesis. El ambiente provisto por
la inflamaciéon crénica sumado a una predisposicién genética alteraria la
susceptibilidad ante injurias carcinogénicas (O'Byrne y Dalgleish, 2001;
Nieto y col., 2003).

Segun Hendrick (1999), la expresion del factor de crecimiento derivado de
plaquetas (PDGF) y su receptor (PDGFR) se comprobé en SSI, en cambio
no fue detectada en sarcomas no asociados a la inoculacién de vacunas.:
Hendrick (2011) afirma que la estimulacion de receptores de factores de
crecimiento, especialmente PDFGR, forma parte de la patogenia de estas
neoplasias.

También, fueron propuestas otras hipotesis para explicar el origen de SSI.
Banerji y sus colaboradores demostraron que existe asociacion entre
variaciones del gen p53 y la aparicion de SSI. La detecciéon de estos
marcadores genéticos podria ayudar a predecir el riesgo de desarrollo de
estos tumores en gatos aparentemente sanos (Banerji y col., 2007).

Otra hipotesis propuesta es la de oncogénesis viral que postula que
algunos virus, ademas de los oncogenes celulares, podrian jugar algun rol

en la induccion de SSI (Deim y col., 2008). Sin embargo, nunca se pudieron
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detectar particulas virales en estas neoplasias (Madewell y col., 2001;
Banerji y col., 2007; Deim y col., 2008).

Los sarcomas intraoculares felinos, asociados a historia de trauma o
inflamacion crénica previos, comparten caracteristicas con los SSI. Esto
podria explicarse por la existencia de predisposicion genética, en ciertos
gatos, al desarrollo de neoplasias como consecuencia de procesos
inflamatorios crénicos o reparativos (Perlmann y col.,, 2011). Existen
multiples estudios que sugieren la existencia de esta predisposicion
genética para el desarrollo de sarcomas, que favorecerian que los cambios
locales ocurridos durante el proceso inflamatorio puedan desencadenar
una neoplasia (Baneriji y col., 2007).

Comportamiento biologico y clinico

Los SSI se originan en sitios de inoculacion tales como cuello, region
interescapular, térax, regién dorso lumbar, flanco y miembros posteriores
(Hendrick y col., 1992; Hendrick y Brooks, 1994; Goldschmidt y Hendrick,
2002). Los distintos diagndsticos histopatolégicos, previamente
mencionados, no poseen diferencias prondsticas (Wilcock y col., 2012).
Estas neoplasias no presentan predileccidon sexual, aparecen en gatos
desde los 3 afos de edad, aunque la edad promedio de aparicion es de 8,1
afos, menor a la de los sarcomas no asociados a sitios de vacunacion que
surgen a una edad promedio de 9,2 anos (Hendrick y col., 1994;
Goldschmidt y Hendrick, 2002). Ademas, los sarcomas no asociados a la

vacunacién son menos agresivos y recidivantes (Deim y col., 2008).

29



Se calculé que la prevalencia de los SSI es de 1:1000 a 1:10000 gatos
vacunados (Kass y col., 1993; Goldschmidt y Hendrick, 2002; Wilcock y
col., 2012). Aunque, como esta estimacion se basa en los casos remitidos
para confirmacion histoldgica, la prevalencia real probablemente sea mayor
dado el numero de casos no remitidos para su estudio histopatologico
(Wilcock y col., 2012).

El intervalo mas frecuente entre la vacunacién y la aparicién del tumor se
encuentra entre los 3 meses y los 3 afos posinoculacion (Hendrick y col.,
1992). Sin embargo, puede llegar a los 15 anos (Wilcock y col., 2012).

Los SSI son neoplasias sumamente invasivas, el riesgo de recidiva es alto,
aun cuando el cirujano y el patdlogo consideren que la reseccion fue
completa, pueden ser extirpadas quirurgicamente de una a tres veces en
un lapso de uno a dos afios (Hendrick y col., 1994; Goldschmidt y Hendrick,
2002). Sin embargo, una escision quirurgica agresiva, que permita lograr
un amplio margen, puede extender el intervalo libre de tumor y la sobrevida
(Davidsony col., 1997; Hershey y col., 2000; Goldschmidt y Hendrick, 2002;
Wilcock y col., 2012). Podria ser necesaria, segun la localizacion de la
neoplasia, la amputaciéon del miembro, la escapulectomia total o parcial, la
reseccion de musculos epiaxiales y procesos espinosos vertebrales y de al
menos un plano fascial por debajo del tumor para lograr un margen de 3 a
5 cm de tejido macroscépicamente libre de extension neoplasica (Hendrick
y Brooks, 1994; Martano y col., 2011). Algunos trabajos preliminares
sugieren que este intervalo también podria extenderse con el uso de

quimioterapia o de combinaciones de inmunoestimulantes y radioterapia
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(Goldschmidt y Hendrick, 2002). Una de las drogas utilizadas, la
doxorrubicina, no logré detener el progreso de SSI inoperables pero si
mejoro la sobrevida en un estudio realizado en 12 casos (Martano y col.,
2011). En otros trabajos no se hallaron diferencias significativas entre los
grupos intervenidos quirurgicamente y los tratados con la combinacion de
Doxorrubicina y cirugia (Martano y col., 2011).

En la mayoria de los casos, los gatos son sometidos a eutanasia luego de
varias cirugias con o sin terapia adyuvante. El potencial metastasico de
estos tumores inicialmente es bajo, pero aumenta con la sobrevida
prolongada (Goldschmidt y Hendrick, 2002; Wilcock y col., 2012). Fueron
encontradas metastasis en linfonodos regionales, mediastino, pulmones
(Hendrick y col, 1994; Rudmann y col., 1996; Briscoe y col., 1998;
Goldschmidt y Hendrick, 2002), higado y omento (Sandler y col., 1997).
Situacion actual

Luego de haber sido descriptos por primera vez en 1991, la identificacién
de estos sarcomas motivd cambios en los protocolos de vacunacion en
1996 (que incluian la recomendaciéon de modificar los sitios de inoculacion)
y que en el afio 2000 se introdujeran, en Canada, vacunas de rabia sin
adyuvante, para uso en gatos. Sin embargo, tras estas modificaciones, no
hubo cambios ni en la prevalencia ni en la edad de presentacién de los SSI.
Solamente se registr6 una variacion en la ubicacién corporal en
correspondencia a los nuevos sitios recomendados para vacunacion. Antes
de 1996 la localizacion interescapular era cinco veces mas frecuente que

las otras; luego de ese afio la ubicacion mas frecuente fue en los miembros

31



posteriores y areas adyacentes (Shaw y col., 2009; Wilcock y col., 2012).
Por esto, no existiria razén para modificar los sitios de inoculacion mas alla
de la factibilidad de lograr un amplio margen quirirgico como sucede en el
caso de los miembros o del rabo.

Las vacunas sin adyuvante (recombinantes) no causan inflamacién
significativa, por lo tanto, no deberian causar sarcomas. La falla en la
disminucion de la prevalencia podria deberse a que, en realidad y pese a
las indicaciones, éstas no reemplazaron, en la practica, a las vacunas
tradicionales debido a su mayor costo, a pesar del bajo riesgo de desarrollo
de SSI (Wilcock y col, 2012).

Actualmente, algunos autores sostienen que otros productos inoculados
pueden promover el desarrollo de sarcomas (MacEwen y col.,, 2001;
Martano y col.,, 2011). Cualquier sustancia que genere una respuesta
inflamatoria local persistente podria llevar al desarrollo de sarcomas en
gatos susceptibles, pero son las vacunas las que son inoculadas con mayor
frecuencia en la poblacion felina y por esto tendrian mayor correlacion con

la enfermedad (MacEwen y col., 2001).

Ciclooxigenasa 2 en las neoplasias

Como se menciond anteriormente existen multiples hipétesis respecto a la
etiopatogenia de los SSI. La mas aceptada involucra al proceso
inflamatorio, inducido por los adyuvantes de las vacunas a virus muerto,

como parte fundamental en la génesis y progresion de estas neoplasias
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(Hendrick y col., 1992; Kass y col., 1993; Goldschmidt y Hendrick, 2002).
Esta hipotesis fundamenta este trabajo de investigacion.

Durante el proceso inflamatorio se producen multiples mediadores
quimicos, muchos de ellos derivados del acido araquidénico. El acido
araquidonico es liberado de la membrana plasmatica por accion de la
enzima fosfolipasa Az. Luego de su liberacion, el metabolismo de este acido
puede seguir dos vias preferenciales, la via de la lipooxigenasa o la de la
ciclooxigenasa. Esta ultima via puede ser catalizada por dos variantes
enzimaticas, la ciclooxigenasa-1 (COX-1) y la ciclooxigenasa-2 (COX-2).
COX-1 es constitutiva y esta presente en la mayoria de los tejidos. COX-2
so6lo es constitutiva en placenta, rifidn y cerebro. Sin embargo, su expresion
es inducida por multiples estimulos tales como mediadores de la
inflamacion (interleuquina 1 [IL1], factor de necrosis tumoral alfa [TNFa],
interferon gama [IFNy]) o hipoxia (Espinosa y col, s/d; Williams y col., 1999;
O’Byrne y Dalgleish, 2001).

COX-2 fue hallada, y considerada de valor prondstico, en tumores
epiteliales humanos como cancer de colon (Wang y Dubois, 2010) y de
mama (Wolf y col., 2006). También, fue documentada su expresion en
tumores humanos de origen mesenquimatico, entre ellos sarcoma de
Kaposi (Sharma-Walia y col., 2012), rabdomiosarcomas (Carmody Soni y
col.,, 2011), osteosarcomas (Xu y col., 2006; Rodriguez y col., 2008),
condrosarcomas y sarcomas sinoviales (Carmody Soni y col., 2011). En

algunos de estos, aunque no en todos, se pudo asociar el prondstico con
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la expresion de COX-2 (Xu y col., 2006; Wolf y col., 2006; Rodriguez y col.,
2008; Wang y Dubois, 2010).

En medicina veterinaria, se demostro la expresion de COX-2 en diversas
neoplasias caninas, tales como carcinomas de células escamosas, de
células de transicion, nasales, renales, prostaticos y colorrectales,
melanomas y osteosarcomas (Khan y col.,, 2001; Lavalle y col., 2009;
Barboza De Nardi y col., 2011; Bardagi y col, 2012). Ademas, esta enzima
demostrd tener valor prondstico en tumores mamarios caninos (Lavalle y
col., 2009). En felinos, se hallé en carcinomas de células escamosas orales
y en carcinomas de células de transiciéon (Beam y col., 2003). Son escasas
las comunicaciones que mencionan su presencia en SSI (Magi y col., 2010;
Carneiro y col.,, 2018), incluso algunos autores fracasaron en su
determinacion en estas neoplasias (Beam y col., 2003).

La via de COX-2 produce, luego de varios pasos intermedios,
prostaglandinas (PG) y tromboxanos (TX). Entre ellos, la PGE2 resulta de
particular interés por su rol en la patogenia de los procesos neoplasicos.
Este mediador, inhibe la actividad de macrofagos y células natural killers,
inhibe la apoptosis y estimula la sintesis del factor de crecimiento de
fibroblastos tipo 2 (FGF-2) que promueve la proliferacion de células
tumorales. A través de estos mecanismos, la PGE2 facilita la progresion
neoplasica al impedir la eliminacion de las células neoplasicas y favorecer
su multiplicacion. Ademas, FGF-2 estimula la multiplicacion de células

vasculares (Cha y DuBois, 2007; Greenhough y col., 2009).
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La relacién entre inflamacién y cancer como campo de estudio, cobra
progresivamente mayor interés, es un area compleja en franco crecimiento.
Este proyecto pretende lograr un aporte preliminar al conocimiento de la
patogenia de los SSI en particular, asi como a este campo en general. En
este sentido, los SSI representan un modelo Unico para el estudio de la

relacion entre inflamacion y carcinogénesis (Cannon, 2015).

Importancia de los factores de crecimiento PDGF y FGF en las
neoplasias

Los mismos estimulos que inducen la expresion de COX-2 también
estimulan la expresion del factor de crecimiento derivado de plaquetas
(PDGF) (Andrae y col., 2008). Este factor de crecimiento, al igual que FGF-
2, estimula el crecimiento de células vasculares y neoplasicas (Dow y Vere
White, 2000). Ademas, algunos estudios muestran que en células de tejido
conectivo, la induccion de la sintesis de PGE2 en respuesta a IL-1 requiere
coestimulacion con PDGF o factor de crecimiento de fibroblastos (FGF)
(Chiou y col., 1990; Chen y col., 1997).

Ademas, tanto PDGF como FGF-2 brindan retroalimentacién positiva al
estimular la sintesis y activacion de fosfolipasa A2 (Cha y DuBois, 2007;
Cheny col., 1997), y la actividad y expresion de ciclooxigenasas (Habenicht
y col., 1985; Cha y DuBois, 2007). Ambos factores de crecimiento fueron
hallados en SSI (Hendrick, 1999; Nieto y col., 2003; Martano y col., 2011).
Los receptores de ambos factores de crecimiento son receptores de

superficie compuestos por tirosinquinasas. Los de PDGF son dimeros que
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se forman por la combinacion de dos monémeros a y B, que dan origen a
tres tipos de receptores aa, B y af. FGF posee cuatro tipos de receptores:
1, 2, 3y 4. La familia de PDGF posee cinco miembros (AA, AB, BB, CC,
DD) de los cuales solo BB estimula todos los tipos de receptores. FGF-2 es
el prototipo de la familia FGF que posee veintitrés miembros (Cao y col.,
2008).

Ambos factores de crecimiento se coexpresan frecuentemente en células
tumorales y sus acciones son sinérgicas. Ademas, estimulan la expresion
de sus receptores en forma reciproca. Ambos estimulan el crecimiento de
células vasculares murales, aunque las células endoteliales solo se
sensibilizan a la accién de PDGF luego de la estimulacion con FGF-2 (Cao
y col., 2008).

FGF-2 participa en la reparacion tisular por su accion sobre las células del
estroma. También, induce la proliferacion de células tumorales, que en el
caso de sarcomas corresponden a la misma estirpe celular (Nugent y lozzo,
2000; Cao y col., 2008). PDGF también promueve la multiplicacion de
células estromales y neoplasicas. Por lo tanto, ambos factores promueven
la proliferacion celular y la angiogénesis en forma individual, pero este

efecto se incrementa en forma sinérgica (Cao y col., 2008).

Potencialidades terapéuticas

La terapia con inhibidores de COX-2 mostrd resultados favorables en
medicina humana y veterinaria (Cha y DuBois, 2007; Wang y DuBois, 2010;

Barboza De Nardi y col., 2011). En animales, los inhibidores de COX-2, han
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demostrado efectos antineoplasicos en tumores caninos tales como
carcinomas de células de transicion y carcinomas orales de células
escamosas, también se observaron resultados favorables tras su uso en el
tratamiento de perros con polipos rectales y con carcinomas mamarios

inflamatorios (Barboza De Nardi y col., 2011).

Dada su coexpresion en tejidos neoplasicos y su accion sinérgica, las vias
de sefializacién de FGF y PDGF serian blancos importantes para el
desarrollo de tratamientos antineoplasicos, en particular en la terapia
antiangiogénica del cancer (Cao y col., 2008).

La desregulacion de las tirosinquinasas es fundamental en la patogenia del
cancer. La terapia con inhibidores de tirosinquinasa transformé el enfoque
terapéutico de una variedad de neoplasias malignas en medicina humana.
Dentro de este grupo de drogas, el mesilato de imatinib, fue uno de los
primeros farmacos antineoplasico que mostré resultados positivos en
pacientes humanos (lgbal e Igbal, 2014). En este momento, el mesilato de
imatinib esta siendo evaluado para el tratamiento de neoplasias en
medicina veterinaria. En un estudio preliminar, esta droga inhibié la
actividad de PDGFR en lineas celulares felinas de SSI y el crecimiento de

estos tumores en un xenoinjerto en modelo murino (Katayamay col., 2004).
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Objetivos e hipétesis

Objetivo general

¢+ Describir caracteristicas morfologicas y moleculares de los SSI en

felinos, en la Republica Argentina.

Objetivos particulares

» Caracterizar los distintos sarcomas que aparecen en sitios de
inoculacion en la poblacién estudiada y establecer su frecuencia.

» Estudiar la expresion de COX-2, PDGF, FGF-2 y sus receptores, y
su relacion con indices de proliferacién y vascularizacion.

» Estimar la relacion entre los resultados obtenidos, aspectos clinicos,

diagndstico histopatoldgico y grado de anaplasia.
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Hipotesis mas relevantes

Dado que diversos autores describieron distintos tipos histolégicos de SSI
felinos, con una respuesta inflamatoria caracteristica, de los cuales el
hallado con mayor frecuencia fue el fibrosarcoma, y que se demostré la
expresion de factores de crecimiento en estos tumores, se postulan las

siguientes hipotesis:

» El sarcoma asociado a sitios de inoculacion que se presenta con
mayor frecuencia en gatos de la Republica Argentina es el
fibrosarcoma.

» Los SSI felinos expresan COX-2 y su expresion tiene relacion con la
proliferacion celular y la vascularizacion.

» La sobreexpresion de factores de crecimiento y sus receptores se
relaciona con:

e Elincremento de la proliferacion celular.

e La vascularizacion.
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Capitulo Il

Estudios histopatolégicos y seguimiento clinico

Introduccién

Como se menciond en el capitulo | los SSI son neoplasias de origen
mesenquimatico que aparecen en sitios utilizados rutinariamente para la

aplicacion de vacunas u otros inéculos (Shaw y col., 2009).

Este capitulo aborda los estudios histopatologicos e inmunohistoquimicos
necesarios para arribar al diagnostico de cada caso, establecer su grado
de anaplasia y de inflamacion, y calcular el porcentaje de células
proliferantes. Ademas, se detalla la informacién obtenida en relacion al

seguimiento clinico.

Los conceptos tedricos relevantes para este capitulo fueron desarrollados

previamente (ver capitulo I).

Materiales y métodos

Para el presente trabajo se seleccionaron casos de archivo (bloques en
parafina) de un laboratorio privado de histopatologia que recibe muestras
de todo el pais (Laboratorio Duchene). Se realiz6 un muestreo consecutivo
(Robledo Martin, 2005) tomando todos los casos que cumplieron con los
criterios de inclusion y exclusion durante los afios 2011 y 2012. Dichos

criterios fueron:
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1) Criterio de inclusion: se seleccionaron para su estudio todos los tumores
diagnosticados como sarcomas posinoculacion, en el periodo antes

mencionado, quedando incluidos 185 casos.

2) Criterio de exclusién: los casos con caracteristicas histolégicas tipicas,
pero localizacion atipica o desconocida fueron excluidos. La muestra quedo
finalmente conformada por 117 casos. De los cuales cuatro eran recidivas

de otras neoplasias incluidas en el muestreo.

Estudios histopatologicos

Las muestras de tejido se recibieron fijadas en formol al 10% y se
procesaron segun la técnica histolégica de rutina, incluidas en parafina,
cortadas a 5 um y coloreadas con hematoxilina y eosina. Posteriormente

fueron examinadas con un microscopio 6ptico (CX31, Olympus, Japon).

Los sarcomas seleccionados fueron reclasificados siguiendo los criterios de
clasificacion de la OMS (Organizacién Mundial de la Salud) para tumores
mesenquimaticos de la piel y tejidos blandos (Hendrick y col., 1998). Se
consideraron como fibrosarcomas aquellos tumores compuestos por haces
o fasciculos entrelazados de células fusiformes pleomoérficas (fig. 5). En
cambio, los que presentaron células fusiformes a estrelladas, de
disposicion laxa, inmersas en una matriz mucinosa, que adopta una
tonalidad celeste con hematoxilina y eosina, fueron clasificados como
mixosarcomas (fig. 6). Las neoplasias tradicionalmente Ilamadas
histiocitomas fibrosos malignos (HFM), fueron denominadas sarcomas

pleomérficos (Hendrick, 2017); para su clasificacién se tuvo en cuenta la
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presencia de abundantes células gigantes multinucleadas, células
fusiformes y células histiocitoides atipicas (fig. 7). Aquellos que presentaron
células pleomodrficas con abundante citoplasma eosinofilico, células
multinucleadas y células en raqueta (con prolongaciones citoplasmaticas)

se clasificaron como rabdomiosarcomas (fig. 8).

Dado que la OMS (Hendrick y col., 1998) no considera dentro de las
neoplasias de tejidos blandos aquellas que forman matriz condroide u
osteoide se recurrié a otros criterios presentes en la bibliografia, tanto de
medicina humana (Sanglesa Nebot y col.,, 2007) como veterinaria
(Thompson y Dittmer, 2017), para su clasificacion. Por ello, se consideraron
osteosarcomas extraesqueléticos aquellos que forman matriz osteoide,
aunque puedan también formar matriz condroide (Thompson y Pool, 2002).
Dado que existen comunicaciones que mencionan la posibilidad de
ocurrencia de metaplasia osteoide y condroide en neoplasias de tejidos
blandos (Thompson y Dittmer, 2017), se consideraron criterios adicionales
para diferenciar fibrosarcomas con diferenciacion condroide y osteoide de
osteosarcomas extraesqueléticos. Se tuvo en cuenta la extension y
diferenciacion del tejido osteoide y condroide. Aquellos con patrén
predominante de haces entrelazados de células fusiformes pleomorficas y
que, ademas, presentaron tejido condroide y osteoide, 0 solo osteoide,
diferenciado y en menos del 50% de la extension de la muestra, se
consideraron fibrosarcomas con metaplasia 6sea (fig. 9). Aquellos que

presentaron tejido osteoide con diferenciacion moderada a pobre, y que se
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extiende en mas del 50% de la muestra se consideraron osteosarcomas

extraesqueléticos (fig. 10).

El grado de anaplasia (GA) se determind utilizando un esquema propuesto
por Couto y col. (2002) que toma en cuenta la diferenciacién celular, el
indice mitético (IM) y el grado de necrosis (tabla 1). De la combinacion de
dichas caracteristicas surge la puntuacién que permite clasificar las

neoplasias en tres grados (tabla 2).

Para establecer el puntaje correspondiente al grado de diferenciacién
celular se consideraron los siguientes criterios: se asigné un punto a los
tumores cuyas células eran similares a las diferenciadas, dos puntos si sus
células presentaban fenotipo histolégico definido, y finalmente, se
asignaron tres puntos a aquellos con células pobremente diferenciadas

(Couto y col., 2002) (tabla 1).

El IM se establecié obteniendo el promedio de mitosis en diez campos con
un objetivo de 40X, se utiliz6 un microscopio de campo amplio (Objetivo
PLAN C 40X correccion al infinito 0.65 NAX Olympus). Se excluyeron
sectores con extensas areas de inflamacion y necrosis. El puntaje que se
atribuyd a los sarcomas respeto el siguiente esquema: un punto para IM
entre 1y 9, dos puntos para IM entre 10 y 19, y tres puntos para IM =220

(Couto y col., 2002) (tabla 1).

En cuanto al grado de necrosis, se computd un punto cuando se verificd

ausencia de necrosis, dos puntos cuando la necrosis representd menos del
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50% del area de la muestra, y tres puntos cuando fue mayor al 50% de su

area (Couto y col., 2002) (tabla 1).

Figura 5. Fibrosarcoma. Se observa el patron caracteristico de haces o

fasciculos entrelazados de células fusiformes pleomorficas. H&E 10X.

Figura 6. Mixosarcoma. Se observa la presencia de células fusiformes a

estrelladas, de disposicién laxa, inmersas en una matriz mucinosa. H&E

20X.
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Figura 7. Sarcoma pleomorfico (Hendrick, 2017) (tradicionalmente
denominado HFM). Se observan abundantes células gigantes
multinucleadas (a), células fusiformes (b) y células histiocitoides atipicas

(c). H&E 40X.

Figura 8. Sarcoma inicialmente diagnosticado como rabdomiosarcoma.
Se observan: células pleomorficas con abundante citoplasma eosinofilico
(imagen a, flecha), células multinucleadas (imagen b, flecha) y células en
raqueta (con prolongaciones citoplasmaticas) (imagen c, flecha). H&E

40X.
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Figura 9. Fibrosarcoma con metaplasia 6sea. En las imagenes ay b se
observa tejido osteoide diferenciado, que se hallé6 en menos del 50% de

la extension de la muestra. H&E 4 X'y 10X (respectivamente).

Figura 10. Osteosarcoma extraesquelético. En la imagen se observa

tejido osteoide y condroide con diferenciacion moderada a pobre. H&E

10X.
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Tabla 1. Criterios para asignaciéon de puntaje para la determinacion del

grado de anaplasia en SSI (Couto y col., 2002).

Criterios Puntuacién

Diferenciacion  1: células similares a las del tejido de origen.

2: células con fenotipo histolégico definido.

3: células pobremente diferenciadas.
M 1: 1-9 figuras mitéticas/10 campos a 40X.

2: 10-19 figuras mitéticas/10 campos a 40X.

3: 20 o mas figuras mitéticas/10 campos a 40X.
Necrosis 1: ausencia de necrosis.

2: necrosis menor al 50% del area total.

3: necrosis mayor al 50% del area total.

Tabla 2. Grado de anaplasia (Couto y col., 2002).

Grado de anaplasia Puntaje
Grado | 3-4
Grado Il 5-6
Grado I 7-9

La suma de los puntajes obtenidos para cada criterio constituye el puntaje
final en funcion del cual se atribuye a cada neoplasia uno de tres grados de

anaplasia (tabla 2) (Couto y col., 2002).

El grado de inflamacion (Gl) se establecio al evaluar el infiltrado linfoide

peritumoral a una magnificacion de 4X segun criterios adaptados a partir
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de los utilizados por Couto y col. (2002): O=ausencia de infiltrado linfoide
peritumoral, 1=escaso infiltrado linfoide (requiere busqueda cuidadosa),
2=infiltrado difuso o pequefios agregados en menos del 50% de los
campos, y 3=agregados linfoides en el 50% de los campos o0 mas. En este
caso, se excluyd uno de los tacos de la poblacion seleccionada ya que por
ser una muestra minima (biopsia incisional) el area peritumoral, en la que

se centra la evaluacién, no resultaba representativa.

Estudios inmunohistoquimicos

Se realizaron estudios inmunohistoquimicos para confirmar la estirpe
celular que originé las neoplasias, para ello se utilizaron como anticuerpos
primarios pancitoqueratina (Anti-cytokeratin, Dako, Carpinteria, California)
y vimentina (Vimentin RTU-VIM-V9, Leica Biosystems, Newcastle).
Ademas, se seleccionaron 10 sarcomas al azar a los que se les realiz6
inmunomarcacion con anticuerpo anti-desmina (Desmin RTU-DES-
DERII, Leica Biosystems, Newcastle). Aquellos casos que lo requirieron
fueron sometidos a otras pruebas inmunohistoquimicas para confirmar su
diagndstico histopatoldgico. Los anticuerpos utilizados en estos casos
fueron anti-desmina y anti-a-actina de musculo liso (anti-a-

actina, [ab7817] Abcam, Cambridge).

También, se realizé la inmunomarcacion con anti-PCNA (anti-PCNA clone
PC 10, Sigma Chemical Co., St. Louis, Missouri) para establecer del
porcentaje de células proliferantes. Para ello, se selecciond una muestra

de 54 casos tomados al azar.
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Para la técnica inmunohistoquimica se realizaron cortes de 3 um de
espesor que se montaron sobre vidrios positivados (HistoSystem, Rosario,
Argentina). Estos se desparafinaron, rehidrataron e incubaron con H20:2 en
metanol al 3%, para inhibir las peroxidasas enddégenas, durante 30 minutos
a temperatura ambiente, y se lavaron con solucion buffer-fosfato (PBS, pH
7,4). La recuperacion antigénica se realizé en dos ciclos en microondas a
800 W, de 3 minutos cada uno, en buffer-citrato, pH 6,0. Los sitios de union
inespecificos se bloquearon al incubar los cortes con albumina sérica
bovina (BSA) al 1%, durante 30 minutos a temperatura ambiente, en
camara humeda. La incubacion con anticuerpos primarios policlonales
(pancitoqueratina diluciéon 1:500; PCNA dilucion 1:3000) y monoclonales
anti-a-actina de musculo liso dilucion 1:200, desmina y vimentina RTU) se
realizd en camara humeda durante una noche a 4° C, y fue seguida por la
incubacion con el anticuerpo secundario anti-conejo (EnVision HRP ®,
DakoCytomation, Carpinteria, California) para los anticuerpos policlonales,
y anti-raton (EnVision HRP ®, DakoCytomation, Carpinteria, California)
para los anticuerpos monoclonales, en camara humeda a temperatura
ambiente durante 30 minutos. Como control negativo de anticuerpo se
reemplazé el anticuerpo por PBS, pH 7,4. Como control negativo de tejido
se utilizd intestino delgado de gato (tejidos diferentes a epitelio para
pancitoqueratina, a tejido conjuntivo para vimentina, a epitelio de las criptas
para PCNA, a musculo liso para desmina y a-actina de musculo liso).
Ademas, de los controles negativos internos que representan los tejidos no

neoplasicos de cada muestra. Como control positivo se utilizé intestino
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delgado de gato: epitelio para pancitoqueratina, tejido conjuntivo para
vimentina, epitelio de las criptas para PCNA, musculo liso para desmina y
a-actina de musculo liso. Se utilizd Tetrahidrocloruro de 3,3-
diaminobenzidina (DAB) como cromdgeno (DakoCytomation, Glostrup,

Denmark) y hematoxilina como coloracion de contraste.

La inmunomarcacion con anti-PCNA se evalu6 estimando el porcentaje de
células con marcacion nuclear positiva (porcentaje de células proliferantes)
al contar estas sobre imagenes digitales tomadas en diez campos a 40X.
Las imagenes se capturaron mediante una camara de video digital (Exwave
HAD, Sony) montada sobre un microscopio trinocular (CX31, Olympus,
Japon) y conectada a una computadora que cuenta con un programa
informatico de analisis de imagenes digitales (ImagePro Plus v6.3 - Media

Cybernetics, Rockville).

Seguimiento clinico

Las unidades de observacion utilizadas corresponden a los Médicos
Veterinarios remitentes y protocolos de remision de muestras para obtener
informacion de la historia clinica y evolucion. Las variables consideradas
fueron:

1) parametros demograficos: raza y sexo;

2) parametros clinicos: edad al momento del diagndstico, ocurrencia de
recidivas, tiempo promedio entre recidivas y sobrevida. Ademas, se

considero la ubicacion anatomica de las neoplasias.
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Las técnicas de recoleccion de la informacién fueron las siguientes: los
parametros demograficos y la ubicacion anatomica se extrajeron de la
informacion enviada por los profesionales remitentes junto con la muestra
(protocolos de remision de muestra). Para la recoleccion de informacién
comprendida en los parametros clinicos se diseAd una encuesta (anexo )
que se envid por correo electrénico’ a los médicos remitentes para obtener
la informacion clinica pertinente, aquellos que no respondieron a la
encuesta enviada por correo electréonico fueron contactados por via
telefénica y se les realiz6 por este medio la misma encuesta. Con
posterioridad, se envid nuevamente la encuesta a aquellos que no

aportaron informacion en las anteriores oportunidades.

1-Los 117 casos estudiados provienen de 74 remitentes, con un promedio de 1,58 casos por
remitente. Entre ellos, se encuentran profesionales particulares y laboratorios. De los 8 laboratorios
remitentes, sélo uno accedié a compartir la informacién de contacto de sus clientes (15 en total).
Esto, transforma el total de remitentes en 88, de los cuales 7 corresponden a laboratorios que no
tuvieron interés en participar, uno corresponde a un establecimiento que ya no existe y 4 son
remitentes de los cuales no se conoce un contacto registrado. Por lo expuesto, la poblacién a
encuestar queda conformada por 76 profesionales (incluyendo los 15 contactos aportados por uno
de los laboratorios), que fueron contactados por correo electronico en tres oportunidades
(inicialmente, con un intervalo de una semana entre el primer y el segundo correo, y de dos semanas
entre el segundo y el tercero). Los que no respondieron a este primer contacto, fueron contactados
por teléfono (muchos solicitaron que se les reenviara la encuesta por correo nuevamente y asi se
hizo). Como resultado se obtuvieron 27 respuestas: 2 manifestaron que no tenian informacién
registrada, uno que no tenia interés en brindar informacion y 24 respondieron total o parcialmente la
encuesta (por correo electrénico o por teléfono). En 2018 se envié nuevamente la encuesta a

aquellos que no respondieron en las ocasiones anteriores, sin éxito.
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Analisis estadistico

Para el presente trabajo se optd por la perspectiva Bayesiana por ser una
metodologia sensible, robusta y desprovista de las limitaciones propias del
trabajo con tamafios muestrales pequenos y desiguales. Es por ello que
puede pensarse como un camino alternativo a las clasicas pruebas
frecuentistas (Bolstad, 2007).

Para evaluar la asociacién entre las variables GA y Gl se realizé una prueba
de correlacion bayesiana (matriz de correlacion bayesiana). Para ello, se
desarrollaron scripts en lenguaje R (https://cran.r-project.org/) y WinBUGS
(https:/lwww.mrc-bsu.cam.ac.uk/software/bugs/the-bugs-project-winbugs),
utilizando la interface del lenguaje R, R2WinBUGS (https://cran.r-
project.org/web/packages/R2WinBUGS/index.html). Se parti6 de una
distribucion prior no informativa, se corrieron 10000 iteraciones del modelo,
descartando las primeras 1000 (Risso y Risso, 2017).

Para evaluar la asociacion entre las variables GA, Gl, sexo, edad
(informada al remitir la muestra), ubicacion anatémica, edad al momento
del diagndstico (encuesta), existencia de recidivas, tiempo promedio entre
recidivas, numero de recidivas, tiempo de sobrevida y porcentaje de células
proliferantes. La metodologia de correlacion bayesiana se aplicé mediante
el uso de software JASP (https://jasp-stats.org/).

Para todos los casos, los datos numéricos discretos, se analizaron usando
un modelo transformacioén a raiz cuadrada, los datos expresados como
proporciones se analizaron usando un modelo transformacion arcoseno.

Para todo el estudio se fijo un nivel de significacion P <= 0,05.
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Resultados

Estudios histopatologicos

La distribucién de los diferentes tipos morfoldgicos se muestra en la tabla
3. De los 117 SSI estudiados el 29,91% presento GA |, el 64,10% GA ll y
el 5,98% GA lll (tabla 4). Tres de las recidivas presentaron el mismo GA
(GA 1) que el tumor primario y una de ellas presenté menor GA (GA ) que
aquel. Respecto al Gl, se asigno grado 1 al 15,52%, grado 2 al 36,21% y
grado 3 al 48,27% de ellos (tabla 5). En este caso tres de las recidivas
presentaron el mismo grado de inflamacién que su tumor primario, en todos
los casos grado 3, y una de ellas present6 un grado de inflamacion menor

(grado 1) que su tumor primario que presentd grado 2.
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Tabla 3. Resultados de estudios histopatoldgicos (n=117)

%

Tipo

Grado de
anaplasia

%

87,18

1,71

5,98

3,42

1,71

Fibrosarcoma

Osteosarcoma
extraesquelético

Mixosarcoma

Sarcoma
pleomorfico o HFM

Rabdomiosarcoma

27,45

67,65

4,9
50

50

71,43

14,28

14,28

25
75

50

50

(1) Ocho de ellos presentaron metaplasia osteoide.
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Tabla 4. Distribucién de SSI de acuerdo a su grado de anaplasia (GA)

(n=117)
Grado de anaplasia % de casos
| 29,91
[l 64,10
[l 5,98

Tabla 5. Distribucion de SSI de acuerdo a su grado de inflamacion (Gl)

(n=116)
Grado de inflamacion % de casos
0 0
1 15,52
2 36,21
3 48,27

Estudios inmunohistoquimicos

Todos los sarcomas resultaron negativos para pancitoqueratina (fig. 11 y
12) y positivos para vimentina (fig. 13 y 14). Los 10 sarcomas,
seleccionados al azar, en los cuales se evaluo la expresion de desmina
resultaron negativos (fig. 15). Los dos SSI que habian sido clasificados
preliminarmente como rabdomiosarcomas resultaron negativos para
desmina (fig. 16) y como consecuencia se reclasificaron como

fibrosarcomas.
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Los cuatro clasificados inicialmente como sarcomas pleomoérficos
(anteriormente denominados HFM) resultaron positivos para a-actina de
musculo liso (fig. 17) y negativos para desmina (fig. 18), esto justificd

conservar el diagnostico original.

La clasificacion de los SSI teniendo en cuenta los resultados

inmunohistoquimicos se muestran en la tabla 6.

El porcentaje de células proliferantes (fig. 19) alcanzé un promedio de

50,12% de nucleos positivos con puntos extremos de 10,59% y 89%.

Figura 11. Fibrosarcoma. Se observa marca negativa para

pancitoqueratina. DAB y hematoxilina 10X.
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Figura 12. Piel adyacente al fibrosarcoma de la imagen anterior. Se
observa marca positiva para pancitoqueratina en epidermis y foliculos

pilosos. DAB y hematoxilina 4X.

Figura 13. Fibrosarcoma. Se observa marca positiva para vimentina. DAB

y hematoxilina 10X.
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Figura 14. Fibrosarcoma. Se observa marca positiva para vimentina. DAB

y hematoxilina 40X.

Figura 15. Fibrosarcoma. Se observa marca positiva para desmina en el

musculo esquelético y negativa en el tumor. DAB y hematoxilina 4X.
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Figura 16. Sarcoma clasificado inicialmente como rabdomiosarcoma.
Se observa la positividad del musculo estriado para desmina en
contraste con el tejido neoplasico negativo. Este resultado motivo su

reclasificacion como fibrosarcoma. DAB y hematoxilina 10X.

Figura 17. Sarcoma pleomodrfico (Hendrick, 2017). Se observa
inmunomarcacion positiva para alfa-actina de musculo liso. DAB y

hematoxilina 40X.
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Figura 18. Sarcoma pleomorfico (Hendrick, 2017). Se observa
inmunomarcacién con anticuerpo anti-desmina. a) Musculo esquelético
adyacente con marcacién positiva, 4X. b) Células neoplasicas negativas

para desmina, 40X. a'y b) DAB y hematoxilina.

Figura 19. Inmunomarcacion positiva nuclear para PCNA. DAB vy

hematoxilina 10X.
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Tabla 6. Reclasificacion de los sarcomas segun los resultados

inmunohistoquimicos (n=117)

% Tipo Grado de anaplasia %
88,89 Fibrosarcoma I 27,88
1 67,30
11 4,81
1,71 Osteosarcoma | 50
extraesquelético
1 50
1l 0
5,98 Mixosarcoma | 71,43
1 14,28
11 14,28
3,42 Sarcoma | 0
pleomorfico o HFM
1 25
[l 75

(1) Ocho de ellos presentaron metaplasia osteoide.

Seguimiento clinico

Se obtuvieron veinticuatro respuestas efectivas (tabla 7) que permitieron

conocer la evoluciéon de la enfermedad en los casos informados.
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Tabla 7. Informacién clinica aportada por médicos veterinarios remitentes

Edad al momento Tiempo
del Nuamero promedio entre Tiempo de
diagnostico clinico ¢ Recidivo? de recidivas Sobrevive sobrevida
en afnos Si/No Recidivas en dias Si/No en dias
3,5 Si 2 168 D D
9 D D D D D
13 Si 1 365 No 545
13,5 Si 5 342 No 1945
6 Si 2 360 No 910
10,5 Si 2 D D D
55 Si 1 360 No 545
9 Si 1 D No 450
7,67 Si 1 180 No 635
15 Si 1 540 No 1945
14 No 0 - No 120
9 Si 1 274 No 635
D D D D No 365
16 D D D No 270
15 Si 3 340 D D
12,5 Si 1 240 No D
9 No 0 - D D
7,67 No 0 - D D
12 Si 3 281,4 No 1215
5 Si 2 267 No 730
D Si 2 D No D
8 Si 2 135 No 270
6 Si 2 255 No 665
12 Si 1 180 No 365

D: dato desconocido.
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En relacion con la raza de los felinos involucrados el 58,12%, de 117 casos
fueron informados como mestizos o comun europeo, el 4,27% fueron
siameses, y de 44 (37,61%) no se dispone de informacion. El 46% (n=117)
fueron hembras, el 50,43% fueron machos y se desconoce el sexo de 4

animales (3,42%).

La ubicacion anatémica mas frecuente fue la parrilla costal (51,28%),
seguida del flanco (24,79%). Otros sitios menos frecuentes de aparicién
fueron la region dorsolumbar (16,24%), el cuello y la zona interescapular

(3,42% cada uno). Solo se informd un caso de SSI en el muslo (0,85%).

Veintidos profesionales informaron la edad del animal al momento del
diagnostico, de estos datos se obtuvo un promedio de 9,95 afios? (9 afos
y 11 meses). Si consideramos la edad informada al momento de remitir la
muestra, de los 117 casos 14 no brindan ese dato, el promedio de los 103

restantes es de 8,86 anos (8 afios y 10 meses).

En relacién con la ocurrencia de recidivas, de los 24 SSI informados 18
recidivaron (75%), con un promedio de 1,8 recidivas y extremos entre 1y 5
recidivas; 3 no recidivaron (12,5%) y de 3 se desconoce si hubo o no
recidiva (12,5%). Se obtuvo informacién sobre el tiempo entre recidivas de
15 de los casos informados, el promedio fue de 285,83 dias con extremos

de 120 y 540 dias. Para ocho casos (33,34%) se informé solo una recidiva,
2- Si bien es mas correcto expresar la edad en afos y meses, la bibliografia sobre el tema lo hace
en formato decimal. Por este motivo, dada la necesidad de contar con datos comparables con los

antecedentes y que no seria ético modificar la informacién presentada por otros autores, es que se

decidio presentar la edad en ambos formatos (afios y meses, y decimal).
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en diez casos (41,67%) se informé mas de una recidiva. Seis tumores
(25%) recidivaron por primera (o unica) vez dentro de los 6 meses, 4 de
ellos recidivaron mas de una vez dentro de un periodo de 2 afios (16,67 %).
No se indagd sobre la confirmacién histopatolégica de las recidivas
informadas, solamente en cuatro casos dispusimos del tumor primario y su
posible recidiva. En esos casos se confirmo que se tratd de recidivas. Para
estas neoplasias, el tiempo promedio entre recidivas, obtenido a partir de
las fechas de recepcion de las muestras presentes en los protocolos de

remision de muestras, fue de 264,5 dias con extremos de 155 y 375 dias.

Respecto al tiempo de sobrevida se obtuvo un promedio de 725,62 dias
(resultado obtenido a partir de 16 casos en los que se informé este tiempo),
los extremos se ubicaron en los 120 y 1945 dias. En solo tres casos se
informd evidencia de metastasis. Uno de ellos presentdé masas cutaneas
multiples, otro afeccidon del sistema respiratorio y en el restante se detecté
una masa intestinal, ninguno de los casos cuenta con confirmacién
histopatoldgica. La causa de muerte informada fue: eutanasia en 10 casos,
deterioro general en 2, insuficiencia renal en 3 y posible metastasis en
sistema respiratorio en uno. En 8 casos se desconoce la causa de la

muerte.

Solo dos de los médicos veterinarios informaron haber realizado cirugia
radical, de ellos solo uno cuenta con informacién sobre la evolucién del
paciente. Este ultimo, informa que el paciente sufrié una recidiva y luego de

un tratamiento quirurgico agresivo en el que se extirpd, junto con la masa,
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pared costal y abdominal, permanecio6 libre de tumor hasta su muerte por

insuficiencia renal. El tiempo de sobrevida en este caso fue de 1945 dias.

Cuando se consulto a los profesionales por la posibilidad de vacunacién en
el sitio de aparicion de la neoplasia en cuestion, 5 respondieron que con
certeza recibieron la aplicacion de vacunas en ese sitio y 15 que existia la
posibilidad de vacunacion en el sitio. Cuando se los consultd sobre la
vacunacion antirrabica (especificamente), 4 manifestaron certeza de
vacunacion antirrabica en el sitio y 16 que existia esa posibilidad. De los
restantes casos, 4 en total, los médicos actuantes no pudieron informar
sobre antecedentes de vacunacion argumentando que el caso era atendido
por otros colegas previamente al diagnostico del tumor y que recibieron el

caso por derivacion.

Analisis estadistico

No hubo asociacion estadisticamente significativa entre las variables GA y
Gl (P = 0,203) (Anexo I, tabla a). Tampoco hubo asociacién entre las
variables GA (Anexo Il, tabla b) y GI (Anexo ll, tabla c) con sexo, edad (al
momento de remisidon de la muestra), ubicacién anatémica, edad al
momento del diagndstico (informado en encuesta), existencia de recidivas,
tiempo promedio entre recidivas en dias, numero de recidivas y tiempo de
sobrevida. Del mismo modo, no se hallé asociacion entre el porcentaje de
células proliferantes y el sexo, la ubicacion anatémica, el Gl, la existencia
de recidivas, el tiempo promedio entre recidivas y el tiempo de sobrevida

(Anexo Il, tabla d).
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Se hallé asociacion estadisticamente significativa entre el porcentaje de
células proliferantes y las siguientes variables: GA (P=0,037), edad al
momento del diagnostico (P=0,02), edad informada al momento de
remision de la muestra (P=0,01) y numero de recidivas (P=0,026) (Anexo

I, tabla d).

También, se demostré correlacidén significativa directa entre: edad al
momento del diagndstico y tiempo promedio entre recidivas (P=0,046),
tiempo promedio entre recidivas y tiempo de sobrevida (P=0,006), numero

de recidivas y tiempo de sobrevida (P=0,007) (Anexo I, tabla e).

No se evalud la asociacidon entre el porcentaje de células proliferantes y
raza debido a que todos los animales de los que se conoci6 larazay a los
que se realiz6 inmunomarcacion con anticuerpo anti-PCNA son gatos
mestizos (Varianza=0, tabla 12) (Anexo Il, tabla d); en cinco casos no se

informd ese dato.

Discusién

El fibrosarcoma es el SSI mas frecuente en la Republica Argentina, esto
resulta similar a lo descripto en otros paises (Estados Unidos de
Norteamérica, Espafia, Italia, Canada) (Hendrick, 1999; Nieto y col., 2003;
Martano y col., 2011; Wilcock y col., 2012). También, se encontraron en
menor proporcion otros tumores como: sarcomas pleomorficos (HFM),

osteosarcomas extraesqueléticos y mixosarcomas.

Segun Hendrick (2017), los sarcomas pleomérficos o HFM poseen un

fenotipo fibroblastico/miofibroblastico: positivo a vimentina, y con
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positividad variable para actina y desmina. En este estudio los resultados
inmunohistoquimicos de estos SSI (positivos para vimentina y a-actina de
musculo liso, y negativos para desmina) fueron compatibles con el fenotipo

descripto por Hendrick (2017), por este motivo se confirmé su diagnéstico.

En relacion al grado de anaplasia de los SSI, al igual que lo informado por
Couto y col. (2002) y Nieto y col. (2003), las neoplasias de GA Il fueron las
mas numerosas. Tres de las recidivas presentaron el mismo GA (DA Il) que
el tumor primario y una de ellas presenté un GA menor (GA I). Acorde a lo
expuesto por Couto y col. (2002), la distribucion en GA fue similar para los
tumores primarios y para las recidivas, dado que el GAll es el mas frecuente
tanto en unos como en otros.

Con respecto al Gl, la mayoria de los sarcomas fueron de grado 3. En este
caso, tres de las recidivas presentaron el mismo Gl que el tumor primario
(Gl 3) y una de ellas tuvo un GI menor que el tumor primario que presenté
Gl 2. Esta informacién concuerda con la presentada por Couto y col. (2002)
que manifiestan que la mayoria de las neoplasias presenta abundante
inflamacion, tanto en el caso de los tumores primarios como de las
recidivas. No se hallé asociacion entre GA y Gl, tal como ocurri6 en trabajos
previos (Couto y col., 2002).

El promedio de edad al momento del diagndstico, hallado en el presente
estudio, es mayor (9,95 afos -9 afos y 11 meses en las encuestas-; 8,86
afnos -8 anos y 10 meses en los protocolos de remisién de muestras-) al
informado por otros autores (8,1 afios) (Hendrick y col., 1994; Goldschmidt

y Hendrick, 2002) tanto si consideramos la informacion obtenida a partir de
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encuestas como la obtenida de los protocolos de remision de muestras.
Incluso, el promedio obtenido de las encuestas, es mayor que el informado
para NSSI (9,2 anos) (Hendrick y col., 1994; Goldschmidt y Hendrick,
2002). Esto podria deberse a que la consulta en nuestro medio se retrasa
en comparacion con lo que ocurre en paises del primer mundo. Solo tres
profesionales informaron haber hallado evidencia de metastasis, los
sarcomas implicados en esos casos fueron clasificados como
fibrosarcomas Grado | y Il. Sin embargo, de ninguno de ellos puede
asegurarse el diagnoéstico porque no cuentan con confirmacion

histopatoldgica.

Los sarcomas estudiados presentaron alta recurrencia. Esto concuerda con
lo comunicado por Hendrick (1999). Sin embargo, sélo un tercio lo hizo
dentro de los seis meses, que es el periodo en el que este autor ubica la
mayoria de las primeras recidivas (Hendrick, 1999) y solo el 16,67% de los
casos presentaron mas de una recidiva en un periodo de dos afos,
porcentaje muy inferior al mencionado por Hendrick (1999) (22%). Es
necesario considerar que solo cinco (20,84% de los veinticuatro casos, con
informacion sobre seguimiento clinico, y el 31% de los dieciséis con
informacion sobre tiempo de sobrevida) alcanzaron los dos anos de
sobrevida (730 dias). Al igual que informaron otros autores (Martano y col.,

2011) no se encontré asociacion entre el GA y la ocurrencia de recidivas.

Segun los resultados estadisticos obtenidos, animales de mayor edad (al
momento del diagndstico) presentan intervalos mayores entre recidivas y

animales cuyo periodo entre recidivas es mas extenso tienen mayor
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expectativa de sobrevida. Sin embargo, a mayor tiempo de sobrevida
mayor es el numero de recidivas informadas. Los autores no hallaron en la

bibliografia consultada ninguna informacioén que vincule estas variables.

Respecto a la relacion entre el tipo de tratamiento y la sobrevida y la
ocurrencia de recidivas, contamos con escasa informacion. El unico caso
en el cual se informa cirugia radical y se conoce su evolucion, no presento
recidivas luego de aquel procedimiento y fue uno de los dos pacientes con
sobrevida mas extensa, lo que coincide con lo hallado por otros autores
(Hendrick, 1999). Sin embargo, es imposible extraer conclusiones

definitivas al respecto, ya que se trata de un unico caso.

El porcentaje de células proliferantes se asocio significativamente con GA
(relacidn directa), edad al momento del diagnéstico (relacion inversa) y
numero de recidivas (relacion inversa). Esto pareciera indicar que para
estas neoplasias a menor edad, mayor es el porcentaje de células
proliferantes y a mayor proliferacion, menor la capacidad de recidivar. Sin
embargo, si bien existen antecedentes de neoplasias que se comportan
mas agresivamente en jovenes (Poles y col., 2016), es indispensable
disponer de mayor informacion sobre otras variables relacionadas.
Lamentablemente, el tamafio al momento del diagnéstico y la agresividad
del tratamiento quirdrgico realizado, no fueron comunicadas y serian
importantes para evaluar en forma mas profunda la significacion biolégica

de estos resultados estadisticos.
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Cabe destacar que, en relacion con la informacién obtenida sobre la
ocurrencia de recidivas, no disponemos de informacion respecto de su
confirmacion histopatologica, con excepcién de los cuatro casos de
recidivas incluidos en la muestra. De los datos obtenidos mediante la
encuesta realizada a los meédicos veterinarios solo contamos con la
informacion aportada por estos, fundada en la ubicacién anatomica y las
caracteristicas macroscopicas de la lesion, evaluadas a la luz del criterio
profesional de cada uno de los informantes, que puede o no haberse

confirmado mediante histopatologia.
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Anexo |

Encuesta a Médicos Veterinarios remitentes de casos seleccionados
de sarcomas felinos en sitios de inoculacion vacunal

Nombre del paciente: XXXXX Propietario: XXXXX
N° de protocolo de histopatologia: XXXXX (recibido.../.../...)

1- Edad al momento del diagndstico clinico (consulta en que se detectd el tumor):..........
2- éRecibié tratamiento para esa neoplasia? MEDICO / QUIRURGICO / NINGUNO (borrar
lo que NO corresponda). En caso de haber recibido tratamiento describalo
SOIMEBIAMENTE. c...evvereeeereresesesetesstesssesessesesasesssessesesesasasssessesssesssasesessesaseseserssenssssesasenssessesesesessasanes
3- éRecidivé? SI NO (borrar lo que NO corresponda). ¢ Cudntas veces?.........c.ccveveeeee.
4-éCuanto tiempo luego del tratamiento recidivd? (en caso de haber recidivado mas de
una vez especificar para cada una, de no poseer registros exactos también resulta de
utilidad conocer tiempos aproximados, en este Ultimo caso expresar:
APFOXIMAGAMENTE.....) ettt ettt sttt et et s e etesbestesee e eabessesaessssenssrsatestesesseenssnnn seeneas
5- ¢Hallé Ud. evidencia de metastasis? Si NO (borrar lo que NO corresponda) En caso
afirmativo: ¢Cudles fueron esas evidenCias?.......cccueviecvieeeiiiiiee e
¢Se confirma la sospecha de metdstasis mediante algin método complementario?

B LU | OO RR TSR TR
6- ¢Aun sobrevive el paciente? Si  NO (borrar lo que NO corresponda) En caso negativo:
¢Cudl fue el tiempo de sobrevida luego del diagndstico clinico? (de no poseer registros
exactos también resulta de utilidad conocer tiempos aproximados, en este ultimo caso
expresar: aproXimadamente......) . e ecieece ettt et s et er s éCudl fue
12 CAUSA 0B MUEBIEE ... teiecitiece sttt sttt st sttt st s et st et sae ses e s ase e s st seses et sessnssnsasesen
7-éExiste la posibilidad de que haya sido vacunado en algin momento de su vida en el
sitio de aparicién del tumor? (borrar lo que NO corresponda)

Existe la posibilidad.
Tengo la certeza de que fue vacunado en ese sitio.

No existe ninguna posibilidad de que haya sido vacunado en ese sitio, por mi o
por otro profesional.

8-¢Existe la posibilidad de que haya sido vacunado contra RABIA en algin momento de
su vida en el sitio de aparicién del tumor? (borrar lo que NO corresponda)

Existe la posibilidad.
Tengo la certeza de que fue vacunado en ese sitio.

No existe ninguna posibilidad de que haya sido vacunado en ese sitio, por mi o
por otro profesional.
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Anexo |l

Tabla a. Matriz de correlacion Bayesiana (GA, Gl) (Risso y Risso, 2017)

Variables R p-value("

GA Gl -0,11 0,203

(1)  P>0.05 = no hay correlacion significativa.
r=coeficiente de regresion

GA= grado de anaplasia.

Gl= grado de inflamacion.

p-value = valor de P.
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Tabla b. Matriz de correlacion Bayesiana (GA, variables demograficas y

clinicas) (https://jasp-stats.org/)

Variables Pearson cc p-value
GA Sexo -0,098 0,303
GA Raza NaNa@

GA Edad® 0,03 0,76

GA UA -0,076 0,413
GA EMD 0,111 0,623
GA TPR -0,124 0,661

GA NR -0,296 0,1930
GA Tsd -0,351 0,1830
GA Rsn -0,04 0,8630

(1) P> 0.05 = no hay correlacion significativa.
(2) NaNa = Varianza = 0, no se realiza el analisis.
(3) Edad informada al momento de la remision de la muestra en afios.
Pearson cc = coeficiente de correlacion.
p-value = valor de P.
GA= grado de anaplasia.
UA = ubicacion anatomica.
EMD = edad al momento del diagndstico clinico en afos.
TPR = tiempo promedio entre recidivas en dias.
NR = numero de recidivas.
Tsd = tiempo de sobrevida en dias.

Rsn = recidiva, si — no.
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Tabla c. Matriz de correlaciéon Bayesiana (Gl, variables demograficas y
clinicas) (https://jasp-stats.org/)

Variables Pearson cc p-value
Gl Sexo -0,129 0,1720
Gl Edad® 0,033 0,7370
Gl Raza NaN2® s
Gl UA -0,106 0,2560
Gl EMD -0,324 0,7310
Gl TPR -0,151 0,5920
Gl NR -0,03 0,8960
Gl Tsd -0,3 0,2590
Gl Rsn 0,198 0,3900

(1) P> 0.05 = no hay correlacion significativa.
(2) Edad informada al momento de la remision de la muestra en afos.
(83) NaNa = Varianza = 0, no se realiza el analisis.

Pearson cc = coeficiente de correlacion.

p-value = valor de P.

Gl= grado de inflamacion.

UA = ubicacion anatémica.

EMD = edad al momento del diagndstico clinico en afios.
TPR = tiempo promedio entre recidivas en dias.

NR = numero de recidivas.

Tsd = tiempo de sobrevida en dias.

Rsn = recidiva, si — no.
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Tabla d. Matriz de correlacién Bayesiana (PCNA, variables demograficas y
clinicas) (https://jasp-stats.org/)

Variables Pearson cc p-value
PCP Sexo 0,04 0,387
PCP Raza NaNa@
PCP Edad® -0,341 0,01
PCP UA 0,039 0,39
PCP EMD -0,442 0,02
PCP TPR -0,124 0,661
PCP NR -0,193 0,026
PCP Tsd -0,072 0,395
PCP Rsn -0,072 0,481
PCP GA 0,244 0,037
PCP Gl -0,01 0,528

(1) P> 0.05 = no hay correlacion significativa.

(2) NaNa = Varianza = 0, no se realiza el analisis.

(3) Edad informada al momento de la remisién de la muestra en afos.
Pearson cc = coeficiente de correlacion.

p-value = valor de P.

GlI= grado de inflamacion.

GA= grado de anaplasia.

UA = ubicacién anatomica.

EMD = edad al momento del diagndstico clinico en afios.
TPR = tiempo promedio entre recidivas en dias.

NR = numero de recidivas.

Tsd = tiempo de sobrevida en dias.

Rsn = recidiva, si — no.

PCP porcentaje de células proliferantes.
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Tabla e. Matriz de correlacion Bayesiana (variables clinicas) (https://jasp-
stats.org/)

Variables Pearson cc p-value
EMD TPR 0,451 0,046
EMD Rsn -0,065 0,607
EMD NR 0,122 0,305
EMD Tsd 0,23 0,205
TPR Rsn NaNa@ s
TPR NR 0,049 0,431
TPR Tsd 0,696 0,006
Rsn NR 0,564 0,004
Rsn Tsd 0,342 0,116
NR Tsd 0,635 0,007

(1) P> 0.05 = no hay correlacion significativa.

(2) NaNa = Varianza = 0, no se realiza el analisis.
Pearson cc = coeficiente de correlacion.

p-value = valor de P.

EMD = edad al momento del diagndstico clinico en afios.
TPR = tiempo promedio entre recidivas en dias.

NR = numero de recidivas.

Tsd = tiempo de sobrevida en dias.

Rsn = recidiva, si — no.
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Capitulo Il

Expresiéon de COX-2 en sarcomas asociados a sitios de inoculacién

Introduccion

La hipotesis mas aceptada respecto al origen de los SSI centra su atencién
en el rol del proceso inflamatorio y postula que estaria dado por la
transformacion maligna de los fibroblastos reactivos en la periferia de la
paniculitis granulomatosa necrotizante generada como respuesta a la
inoculacion de vacunas (Wilcock y col., 2012).

Este capitulo aborda los estudios inmunohistoquimicos necesarios para
establecer la expresién de COX-2, enzima fundamental para el desarrollo
de procesos inflamatorios, en los SSI. Ademas, de la evaluacion de la
asociacion estadistica de esta con parametros surgidos de los estudios
histopatolégicos, del seguimiento clinico, y el porcentaje de células en

proliferacion.

Los conceptos tedricos relevantes para este capitulo fueron desarrollados

previamente (ver capitulo I).

Materiales y métodos
Se seleccionaron 117 muestras, diagnosticadas como SSI entre 2011 y
2012. Cuatro de los casos corresponden a recidivas de otros sarcomas

incluidos en la muestra.
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Estudios histopatologicos

Se establecidé el grado de inflamacion (Gl) y el grado de anaplasia (GA)
para cada caso (ver capitulo II).

Estudios inmunohistoquimicos

Se realizaron sobre los 117 casos de SSI y sobre14 casos de sarcomas no
asociados a sitios de inoculacién (NSSI), con ubicacion retroocular (2),
base de la oreja, globo ocular (2), oreja, encia, ilion, almohadilla plantar (2),
anca, carpo izquierdo, distal de la tibia y dedo.

Se montaron secciones de 3 pym en portaobjetos con carga positiva
(HistoSystem, Rosario, Argentina). Estos se desparafinaron, rehidrataron e
incubaron en metanol con H20:2 al 3%, para inhibir la peroxidasa endogena,
durante 30 minutos a temperatura ambiente. Los portaobjetos se lavaron
luego con solucion buffer-fosfato (PBS), pH 7,4. La recuperacion antigénica
se realiz en dos ciclos de calentamiento con microondas a 800 W, durante
3 minutos cada uno, en buffer-citrato, pH 6,0. Los sitios de union no
especificos se bloquearon mediante incubacion con albumina de suero
bovino (BSA) al 1% durante 30 minutos a temperatura ambiente en camara
hameda. El anticuerpo primario (anti-COX-2, Cayman Chemical, Ann Arbor,
Michigan) se incubo durante una noche a 4 ° C, en camara humeda. Se
utilizé para la deteccion de COX-2 en SSI a una dilucién de 1: 200 en BSA
al 0,1%. Este anticuerpo se us6 previamente con éxito en gatos (Bardagi y
col., 2012, Newman y Mrkonjich, 2006). Como anticuerpo secundario se
utilizé un sistema de anticuerpo anti-conejo unido a polimero (EnVision

HRP ®, DakoCytomation, Carpinteria, California). Como control negativo
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de anticuerpo, el anticuerpo se reemplazé por PBS, pH 7,4. Como control
negativo de tejido, se proceso piel normal de gato, obtenida de animales
remitidos para necropsia, ademas de los controles negativos internos que
representan los tejidos no neoplasicos de cada muestra. Como control
positivo, se usd macula densa de rindn de perro (Khan y col., 2001). Como
cromoégeno se utilizé 3,3-diaminobenzidina tetrahidrocloruro (DAB)
(DakoCytomation, Glostrup, Dinamarca), y como tincién de contraste
hematoxilina.

Para determinar la susceptibilidad del antigeno COX-2 a la fijacidon
prolongada con formol, se aplicé la técnica de inmunohistoquimica
descripta anteriormente, a cortes de riidn de perro normal provenientes de
muestras fijadas en formol al 10% durante 24 hs, una semana o un mes,
con o sin recuperacion antigénica.

La inmunomarcacién de COX-2 se evalud estimando el porcentaje de
células positivas al contar células con marca citoplasmatica positiva en
imagenes de 10 campos a 40X. Las imagenes fueron capturadas usando
una camara de video analdgica (Sony DXC-390) montada en un
microscopio trinocular (CX31, Olympus, Japdén) y conectada a una
computadora. Las imagenes capturadas se procesaron utilizando un
analizador de imagenes digitales (ImagePro Plus v6.3 - Media Cybernetics,
Rockville).

Luego del conteo de células positivas, los casos se agruparon utilizando un
esquema usado en tumores de mama (Lavalle y col., 2009) estableciendo

un score (variable score) que asigna grado 0 a los negativos, 1 a los que
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poseen entre 0% y 10% de células positivas, 2 entre10% y 30%, 3 entre
30% y 60%, y 4 cuando el porcentaje de células positivas es mayor de 60.
Ademas, se disefid un esquema que considera grado 0 a los negativos y
divide a los positivos en cuartiles (variable cuartiles).

La metodologia para la inmunomarcacion con anticuerpo anti-PCNA y su
cuantificacion se desarrollé en el capitulo II.

Analisis estadistico

La variable COX-2 fue considerada como porcentaje, score y cuartiles. En
todos los casos fue comparada en relacién con el Gl y el GA. La
metodologia utilizada fue el analisis de varianza desde una perspectiva
bayesiana. Para cumplir con los supuestos tedricos del ANOVA (analisis de
varianza), se realizaron transformaciones obligatorias de los datos. En el
caso de las variables porcentuales, la transformacién elegida fue arcoseno.
Para las variables score y cuartiles, se transformaron a raiz cuadrada. Se
utilizaron distribuciones prior no informativas y se corrieron 20.000
iteraciones, descartando las primeras 1.000. Se usé el lenguaje de
programacion Ry el software libre WinBUGS (Campbell y Thompson, 2012;
Risso y Risso, 2017; Bolstad, 2007). Como analisis pos hoc se uso la
prueba de Z Bayesiana. El nivel de significancia considerado fue P <=0,05.
Se realizd, ademas, una prueba de correlacion bayesiana para evaluar la
asociacion entre GA, COX-2 y porcentaje de células proliferantes, y entre
Gl, COX-2 y porcentaje de células proliferantes. También, se evalué la

asociacion entre COX-2 y los parametros demograficos y clinicos. Esta
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metodologia se aplicé mediante el uso de software JASP (https://jasp-
stats.org/). Se consideraron significativos aquellos resultados con P <=0.05.
Resultados

Como se menciond en el capitulo I, el GA 1l fue el mas numeroso (ver
capitulo 11, tabla 4). Con respecto al grado de inflamacién, la mayoria de los
sarcomas fueron de grado 3 (ver capitulo Il, tabla 5). No hubo asociacion
estadisticamente significativa entre las variables GA y Gl (P = 0.203)
(capitulo I, anexo I, tabla a).

La intensidad de inmunomarcacion en la macula densa de muestras de
rindn de perro (Fig. 20) tratadas con diferentes tiempos de fijacion fue
similar en todos los casos, tanto con recuperacion como sin recuperacion
antigénica.

La inmunomarcacion con COX-2 en SSI fue positiva en el 56,41% de los
casos (Fig. 21) y negativa en el 43,6%. En los NSSI fue positiva en el 50%
de los casos, negativa en el 42,85% y uno de los casos (7,14%) resultd
dudoso. No se observaron variaciones en la expresion de COX-2 dentro de
los tumores, ni en relacion con las areas con focos de infiltrado inflamatorio
ni entre la periferia y el centro del tumor (considerando siempre areas libres
de necrosis).

Al evaluar el porcentaje de inmunomarcacion de COX-2 y el grado de
inflamacion, hubo diferencias significativas en la expresién de COX-2 entre
los grupos Gl 1, Gl 2 y GI 3 (P <0,05, ANOVA, n = 116). La expresién de
COX-2 fue mas alta en muestras de Gl 3, seguidas por las de Gl 2 y luego

las de Gl 1 (Anexo lll, tabla f). En contraste, al considerar el porcentaje de
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Figura 20. Se observa inmunomarcacién positiva para COX-2 en la

macula densa de rindn canino. DAB y hematoxilina 20X.
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Figura 21. Se observa inmunomarcacion positiva para COX-2 en sarcoma

felino asociado con sitio de inoculacion. DAB y hematoxilina 40X.
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inmunomarcacion de COX-2 y el grado de anaplasia, los grupos GA | y GA
Il no presentaron diferencias estadisticamente significativas. Sin embargo,
hubo diferencias significativas (P <0.05, ANOVA, n = 117) entre los grupos
GA | 'y GA Il con el grupo GA llI; los sarcomas con GA Il presentaron la
expresion mas baja de COX-2 (Anexo lll, tabla g). Se demostrd, ademas,
correlacion significativa entre COX-2 y Gl con relacién directa, por lo tanto
ambas variables se incrementan en forma simultanea (P=0,018) (Anexo llI,
tabla 1). De modo opuesto, la prueba de correlacion arrojoé resultados no
significativos para la relacién entre COX-2 y GA (P=0,4370) (Anexo I, tabla
1).

Con respecto a los agrupamientos ensayados (variable score y cuartiles),
los grupos Gl 1, Gl 2 y Gl 3 difieren significativamente en relacion con la
expresion de COX-2 para la variable score. Sin embargo, para este modelo
el DIC (Deviance Information Criterion) resulté de 167 (Anexo lll, tabla h).
Segun esta misma clasificacion (variable score) no se hallaron diferencias
significativas entre los grupos GA |, GA Il y GA lll en relacién al GA, con un
DIC=171,5 (p> 0,05) (Anexo lll, tabla i).

Del mismo modo, los grupos Gl 1, Gl 2 y Gl 3 difieren significativamente en
relacion con la expresion de COX-2 para la variable cuartiles. Sin embargo,
su DIC fue de 137,5 (Anexo lll, tabla j). Segun esta clasificacién (variable
cuartiles) no se hallaron diferencias significativas entre los grupos GA |, Il y
[l en relacion al GA. EI DIC fue de 142 (Anexo lll, tabla k).

El porcentaje de células proliferantes y COX-2 correlacionan

significativamente entre si, en forma directa (P = 0,017) (Anexo lll, tabla I).
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En cambio, lo hicieron en forma inversa el tiempo promedio entre recidivas
y COX2 (P =0,008), y la edad al momento del diagnéstico clinico y COX-2
(P =0,003) (Anexo lll, tabla n).

No se hallé correlacion entre COX-2 y las variables sexo, raza, edad (al
momento de remisién de la muestra) (Anexo lll, tabla m), ocurrencia de

recidivas, numero de recidivas, tiempo de sobrevida (Anexo lll, tabla n).

Discusidn

La hipotesis mas aceptada sobre el origen de los SSI felinos propone que
este tipo de neoplasias se origina de la transformacién maligna de
fibroblastos, inducida por la inflamaciéon crénica, generada por los
adyuvantes presentes en las vacunas a virus muerto, en el sitio de
inoculacién (Hendrick y Dunagan, 1991; Hendrick y col., 1992; Kass y col.,
1993; Goldschmidt y Hendrick, 2002; Deim y col., 2008; Wilcock y col.,
2012).

En concordancia con lo descripto por Magi y col. (2010) y Carneiro y col.
(2018), se observo que los SSI expresan COX-2. Esto difiere de lo
informado por otros autores (Beam y col.,, 2003). Sin embargo, debe
mencionarse que Beam y col. (2003), quienes no pudieron detectar la
expresion de COX-2, utilizaron diferentes protocolos inmunohistoquimicos
de los empleados en este estudio. Esto podria justificar las diferencias en
los resultados. La técnica inmunohistoquimica (con biotina-estreptavidina)
utilizada por estos autores fue diferente de la realizada en este trabajo;

ademas, el anticuerpo primario anti-COX-2 utilizado (PG27B, Oxford
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Biomedical Research, Oxford, Michigan) y su concentracién, (1:100 en
PBS) también fueron diferentes. Aunque la recuperacion antigénica
también se realizé en microondas, los dos ciclos de alta potencia realizados
por estos autores fueron de diez minutos en lugar de los tres minutos
utilizados en este trabajo. Por otro lado, Beam y col. (2003) informaron que
el tiempo de fijacion fue una de las posibles causas de la ausencia de
marcacion para COX-2 en su ensayo. Sin embargo, en el presente trabajo
demostramos que COX-2 es un antigeno poco susceptible a variaciones en
los tiempos de fijacién, al menos de hasta un mes, por lo que resulta poco
probable que esta fuera la causa de ausencia de deteccidon del antigeno.
Ya fue demostrado que diferentes antigenos tienen diferente
susceptibilidad a la fijacion (Nieto y col., 2003; Ramos-Vara, 2005; Ramos-
Vara y Miller, 2014).

Es bien conocido que COX-2 es una molécula proinflamatoria (Williams y
col., 1999; Cha y DuBois, 2007). En el presente trabajo demostramos que
existe una estrecha relacion entre COX-2 y la inflamacién en los SSI, ya
que existen diferencias significativas entre su expresion y los diferentes
grados de inflamacién de los sarcomas estudiados. De los resultados
obtenidos, se puede concluir que la expresion de COX-2 es directamente
proporcional al grado de inflamacion, siendo mayor en las muestras que
mostraron el mayor grado de inflamacion.

Segun los hallazgos de diferentes autores, la sobreexpresion de COX-2
esta asociada con la proliferacion e invasién tumoral, la inhibicion de la

apoptosis, la supresion de la vigilancia inmune y la angiogénesis (Williams
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y col., 1999; Costa y col., 2002; Rodriguez y col., 2008). Esta enzima
participa en la sintesis de multiples derivados del acido araquiddnico, entre
ellos PGE2 que esta intimamente relacionada con procesos carcinogénicos
(Williams y col., 1999; O'Byrne y Dalgleish, 2001; Nieto y col., 2003; Cha y
DuBois, 2007; Rodriguez y col., 2008). Los hallazgos del presente trabajo
muestran que la expresion de COX-2 se correlaciona positivamente con la
proliferacion de las células tumorales.

La inflamacién cronica presente en el sarcoma de Kaposi también se asocio
con la carcinogénesis, en este caso COX-2 participa en la progresion del
tumor y su patogenia (Sharma-Walia y col., 2010). Asimismo, se demostré
que esta enzima tiene valor pronostico en numerosos procesos
neoplasicos, incluidos el cancer colorrectal humano y los tumores
mamarios humanos y caninos (Couto y col., 2002; Lavalle y col., 2009;
Wang y DuBois, 2010). En el caso del presente trabajo, los tumores
altamente indiferenciados (GA lll) presentaron menor expresion de COX-2.
Esto podria deberse a la pérdida de la capacidad de sintesis de sustancias
que se produce en las células altamente anaplasicas (Cullen y col., 2002).
No se pudo establecer correlacion estadisticamente significativa entre GA
y COX-2, lo cual resulta coherente dado que dos de los grupos (GA |y GA
II) no presentan diferencias significativas (ANOVA) respecto a su expresion
de COX-2.

Ninguna de las distribuciones propuestas refleja el comportamiento de la
poblacién en relacion a la expresion de COX-2 segun el GA. Ademas,

ambas presentan un elevado DIC (el DIC -Deviance Information Criteria- es
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inversamente proporcional a la verosimilitud de los datos). EI DIC permite
evaluar el modelo, por lo tanto, podemos inferir que ninguna de las
distribuciones representa un modelo adecuado.

En relacion a las variables raza, sexo, edad, ocurrencia de recidivas,
numero de recidivas y tiempo de sobrevida no se hallé correlacion con
COX-2. En cambio, se demostr6 que COX-2 se correlaciona
significativamente con la edad al momento del diagndstico clinico y con el
tiempo promedio entre recidivas, variables con las que presenta una
relacion inversa. Esto significa que cuanto mayor es la expresion de COX-
2 menor es el tiempo entre recidivas, y que la expresiéon de COX-2 resultd
mayor en animales que fueron diagnosticados a edad mas temprana. Magi
y col. (2010) y Carneiro y col. (2018) no estudiaron ninguna de estas
variables, por lo tanto no existen datos previos para comparar estos
resultados.

Uno de los potenciales tratamientos para SSI es la terapia con inhibidores
de COX-2. Esta terapia mostro resultados favorables en oncologia humana
y veterinaria (Cha y DuBois, 2007; Wang y DuBois, 2010; Barboza De Nardi
y col.,, 2011). En medicina veterinaria, los inhibidores de COX-2 han
mostrado efectos antineoplasicos en tumores caninos tales como
carcinomas de células de transicidon y carcinomas orales de células
escamosas. Ademas, se observaron resultados favorables después de su
uso en el tratamiento de perros con polipos rectales y carcinomas de mama
inflamatorios (Barboza De Nardi y col., 2011). Magi y col. (2010) no hallaron

asociacion entre la expresion de COX-2 y el grado de anaplasia. Sin
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embargo, en este trabajo se hallé que los sarcomas de mayor grado
mostraron una menor expresion de la enzima. Esto podria hacerlos menos
susceptibles a la terapia con inhibidores de COX-2.

En el futuro, sera necesario evaluar el valor prondstico de la expresion de
COX-2 y el valor terapéutico del uso de sus inhibidores en los SSI, a través
de la evaluacion de los protocolos terapéuticos que los incluyan, tanto para
SSI como para NSSI, ya que estos también expresan COX-2. Si se verifica
la utilidad de estos inhibidores, el grado de anaplasia tendria un valor
predictivo con respecto a la susceptibilidad a este tipo de tratamiento para
SSI con un alto grado de anaplasia. Si bien el tratamiento de eleccion en
estos casos es la cirugia con amplio margen, los protocolos que incluyen
inhibidores de COX-2 podrian contribuir a reducir el tamano del tumor antes
de la cirugia, a extender el periodo de supervivencia en tumores no
resecables, y a extender el periodo entre las recidivas cuando la cirugia
radical no es factible.

En el presente trabajo, se corroboré que existe asociacion entre el grado
de inflamacion y la expresion de COX-2 en SSI. Esto seria particularmente
valioso para predecir la expresibn de COX-2 a partir del grado de
inflamacion, dado que su mayor expresion se da en las neoplasias con los
mayores grados de inflamacion. Esto proporcionaria una herramienta
simple y econdmica para predecir la susceptibilidad a los tratamientos con
inhibidores de la COX-2, para cada caso particular, ya que el grado de
inflamacion se establece con el procesamiento de rutina y con la tincidon con

hematoxilina y eosina, utilizada al momento del diagndstico. Ademas, se
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corroboré que en tumores altamente indiferenciados (DA Ill) disminuye la
expresion de la enzima. Estos resultados podrian usarse como base para
disenar protocolos de tratamiento basados en el uso de inhibidores de

COX-2 para los SSI.
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Anexo lll
Tabla f. ANOVA bayesiano con prueba posterior, desarrollado en R y

WinBUGS (Risso y Risso, 2017). Variables COX-2 y Gl

Grupo
(GI) Mp Dsp N LI025 LS0975 S Tipo DIC Prueba

- COX-2
1 12,153 6,826 18 1,226 25,532 a Gl 70,5 (%)

2 20,410 4,424 42 11,739 29,081 b Gl

3 26,918 3,892 56 19,290 34,545 ¢ GlI

Grupo = grupos de estudio.

mp = media posterior.

dsp = desvio estandar posterior.

n = tamafo de la muestra.

ICB = Intervalo de Credibilidad Bayesiano.

L1025 = ICB de 0.025, posterior.

LI0975 = ICB de 0.975, posterior.

S = Significacién, medias dentro de la misma columna con diferente letra
difieren significativamente p <= 0.05 (prueba de Z bayesiana).

Método = Prueba de Probabilidad Bayesiana posterior, para valores obtenidos con

WinBUGS. https://www.mrc-bsu.cam.ac.uk/software/bugs/the-bugs-project-
winbugs/
DIC = Deviance Information Criteria, calificacion del modelo bayesiano.

https://www.mrc-bsu.cam.ac.uk/software/bugs/the-bugs-project-dic/

Tipo = tipo de variable estudiada.
Iteraciones = 20000 - 1000 de descarte.
Prior = Prior No Informativa para definir el modelo.

Ajuste del modelo = Prior Informativa (1 sola iteracion).
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Tabla g. ANOVA bayesiano con prueba posterior, desarrollado en R y

WinBUGS (Risso y Risso, 2017). Variables COX-2 y GA

Grupo
(GA) Mp Dsp N LI025 LS0975 S Tipo DIC Prueba

- COX-2
3 17,355 9,785 9 1,823 36,534 a GA 74,0 (%)

2 22,127 3,403 73 15458 28,796 b GA

1 23,190 4,995 35 13,400 32,979 b GA

Grupo = grupos de estudio.

mp = media posterior.

dsp = desvio estandar posterior.

n = tamafo de la muestra.

ICB = Intervalo de Credibilidad Bayesiano.

L1025 = ICB de 0.025, posterior.

LI0975 = ICB de 0.975, posterior.

S = Significacion, medias dentro de la misma columna con diferente letra
difieren significativamente p <= 0.05 (prueba de Z bayesiana).

Método = Prueba de Probabilidad Bayesiana posterior, para valores obtenidos con

WinBUGS. https://www.mrc-bsu.cam.ac.uk/software/bugs/the-bugs-project-
winbugs/
DIC = Deviance Information Criteria, calificacion del modelo bayesiano.

https://www.mrc-bsu.cam.ac.uk/software/bugs/the-bugs-project-dic/

Tipo = tipo de variable estudiada.
Iteraciones = 20000 - 1000 de descarte.
Prior = Prior No Informativa para definir el modelo.

Ajuste del modelo = Prior Informativa (1 sola iteracion).
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Tabla h. ANOVA Bayesiano con prueba posterior, desarrollado en Ry

WinBUGS (Risso y Risso, 2017). Variables COX-2 (score) y Gl

Grupo
(GI) Mp Dsp N LI025 LS0975 S Tipo DIC Prueba

COX-2
1 0,942 0,368 18 0,221 1,664 a Gl 167,0 (score)

2 1,425 0,239 42 0,957 1,892 b Gl

3 1,695 0,210 56 1,284 2,107 c Gl

Grupo = grupos de estudio.

mp = media posterior.

dsp = desvio estandar posterior.

n = tamafo de la muestra.

ICB = Intervalo de Credibilidad Bayesiano.

L1025 = ICB de 0.025, posterior.

LI0975 = ICB de 0.975, posterior.

S = Significacion, medias dentro de la misma columna con diferente letra
difieren significativamente p <= 0.05 (prueba de Z bayesiana).

Método = Prueba de Probabilidad Bayesiana posterior, para valores obtenidos con

WinBUGS. https://www.mrc-bsu.cam.ac.uk/software/bugs/the-bugs-project-
winbugs/
DIC = Deviance Information Criteria, calificacion del modelo bayesiano.

https://www.mrc-bsu.cam.ac.uk/software/bugs/the-bugs-project-dic/

Tipo = tipo de variable estudiada.
Iteraciones = 20000 - 1000 de descarte.
Prior = Prior No Informativa para definir el modelo.

Ajuste del modelo = Prior Informativa (1 sola iteracion).
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Tabla i. ANOVA Bayesiano con prueba posterior, desarrollado en R y

WinBUGS (Risso y Risso, 2017). Variables COX-2 (score) y GA

Grupo
(GA) Mp Dsp N LIO25 LS0975 S Tipo DIC Prueba

COX-2
3 1,442 0528 9 0,408 2476 a GA 1715 (score)

1 1,453 0,265 35 0,933 1,972 a GA

2 1,479 0,187 73 1,113 1,844 a GA

Grupo = grupos de estudio.

mp = media posterior.

dsp = desvio estandar posterior.

n = tamafo de la muestra.

ICB = Intervalo de Credibilidad Bayesiano.

L1025 = ICB de 0.025, posterior.

LI0975 = ICB de 0.975, posterior.

S = Significacion, medias dentro de la misma columna con diferente letra
difieren significativamente p <= 0.05 (prueba de Z bayesiana).

Método = Prueba de Probabilidad Bayesiana posterior, para valores obtenidos con

WinBUGS. https://www.mrc-bsu.cam.ac.uk/software/bugs/the-bugs-project-
winbugs/
DIC = Deviance Information Criteria, calificacion del modelo bayesiano.

https://www.mrc-bsu.cam.ac.uk/software/bugs/the-bugs-project-dic/

Tipo = tipo de variable estudiada.
Iteraciones = 20000 - 1000 de descarte.
Prior = Prior No Informativa para definir el modelo.

Ajuste del modelo = Prior Informativa (1 sola iteracion).
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Tabla j. ANOVA Bayesiano con prueba posterior, desarrollado en R y

WinBUGS (Risso y Risso, 2017). Variables COX-2 (cuartiles) y Gl

Grupo
(GI) Mp Dsp N LIO25 LS0975 S Tipo DIC Prueba

COX-2
1 0,721 0,316 18 0,101 1,340 a Gl 137,5 (cuartiles)

2 1,187 0,205 42 0,786 1,588 b Gl

3 1,410 0,180 56 1,057 1,763 c Gl

Grupo = grupos de estudio.

mp = media posterior.

dsp = desvio estandar posterior.

n = tamafo de la muestra.

ICB = Intervalo de Credibilidad Bayesiano.

L1025 = ICB de 0.025, posterior.

LI0975 = ICB de 0.975, posterior.

S = Significacion, medias dentro de la misma columna con diferente letra
difieren significativamente p <= 0.05 (prueba de Z bayesiana).

Método = Prueba de Probabilidad Bayesiana posterior, para valores obtenidos con

WinBUGS. https://www.mrc-bsu.cam.ac.uk/software/bugs/the-bugs-project-
winbugs/
DIC = Deviance Information Criteria, calificacion del modelo bayesiano.

https://www.mrc-bsu.cam.ac.uk/software/bugs/the-bugs-project-dic/

Tipo = tipo de variable estudiada.
Iteraciones = 20000 - 1000 de descarte.
Prior = Prior No Informativa para definir el modelo.

Ajuste del modelo = Prior Informativa (1 sola iteracion).
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Tabla k. ANOVA Bayesiano con prueba posterior, desarrollado en R y

WinBUGS (Risso y Risso, 2017). Variables COX-2 (cuartiles) y GA

Grupo
(GA) Mp Dsp N LI025 LS0975 S Tipo DIC Prueba

COX-2
3 1,109 0453 9 0,220 1,998 a GA 142,0 (cuartiles)

1 1,196 0,228 35 0,750 1,643 a GA

2 1232 0,160 73 0918 1,546 a GA

Grupo = grupos de estudio.

mp = media posterior.

dsp = desvio estandar posterior.

n = tamafo de la muestra.

ICB = Intervalo de Credibilidad Bayesiano.

L1025 = ICB de 0.025, posterior.

LI0975 = ICB de 0.975, posterior.

S = Significacion, medias dentro de la misma columna con diferente letra
difieren significativamente p <= 0.05 (prueba de Z bayesiana).

Método = Prueba de Probabilidad Bayesiana posterior, para valores obtenidos con

WinBUGS. https://www.mrc-bsu.cam.ac.uk/software/bugs/the-bugs-project-
winbugs/
DIC = Deviance Information Criteria, calificacion del modelo bayesiano.

https://www.mrc-bsu.cam.ac.uk/software/bugs/the-bugs-project-dic/

Tipo = tipo de variable estudiada.
Iteraciones = 20000 - 1000 de descarte.
Prior = Prior No Informativa para definir el modelo.

Ajuste del modelo = Prior Informativa (1 sola iteracion).
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Tabla |. Matriz de correlacion

(https://jasp-stats.org/)

Bayesiana (COX-2,

GA, GI, PCNA)

Variables Pearson cc p-value
COX-2 GA -0,015 0,4370
COX-2 Gl 0,285 0,018
COX-2 PCP 0,29 0,0170

(1) P> 0.05 = no hay correlacién significativa.

Pearson cc = coeficiente de correlacion.

p-value = valor de P.
Gl= grado de inflamacion.

GA= grado de anaplasia

COX-2= Porcentaje de expresion de COX-2.

PCP= Porcentaje de células proliferantes.
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Tabla m. Matriz de correlacion Bayesiana (COX-2, variables demograficas)

(https://jasp-stats.org/)

Variables Pearson cc p-value(1)
COX-2 Sexo -0,02 0,4900
COX-2 Edad -0,017 0,4310
COX-2 Raza NaNa® e

(1) P> 0.05 = no hay correlacion significativa.

(2) NaNa = Varianza = 0, no se realiza el analisis.

Pearson cc = coeficiente de correlacion.
p-value = valor de P.
Edad= edad en anos informada al momento de remisién de la muestra.

COX-2= Porcentaje de expresion de COX-2.
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Tabla n. Matriz de correlacion Bayesiana (COX-2, variables clinicas)

(https://jasp-stats.org/)

Variables Pearson cc p-value(1)
COX-2 EMD -0,571 0,0030
COX-2 TPR -0,607 0,0080
COX-2 Rsn 0,082 0,6370
COX-2 NR -0,172 0,2280
COX-2 Tsd -0,264 0,1610

(1) P> 0.05 = no hay correlacion significativa.

Pearson cc = coeficiente de correlacion.

p-value = valor de P.

EMD = edad al momento del diagndstico clinico en afos.

TPR = tiempo promedio entre recidivas en dias.

Rsn = recidiva, si — no.

NR = ndmero de recidivas.

Tsd = tiempo de sobrevida en dias.

COX-2= Porcentaje de expresion de COX-2.
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Capitulo IV

Expresion de FGFR-2 y PDGFRa en sarcomas asociados a sitios de
inoculacién

Introduccién

La inestabilidad genética y epigenética de las células malignas lleva a la
sobreproduccion de factores de crecimiento, entre los que se incluyen FGF
y PDGF, que poseen un amplio espectro de funciones biolégicas sobre la
proliferacion, migracién y diferenciacién celular. También, las células
inflamatorias que infiltran las neoplasias malignas secretan citoquinas vy
proteasas como las metaloproteinasas, que colaboran con la angiogénesis
y, por lo tanto, con el crecimiento tumoral y el desarrollo de metastasis (Cao

y col., 2008).

Los FGFs constituyen una familia de factores de crecimiento que afectan el
crecimiento, la diferenciacion, la migracion y la sobrevida de una amplia
variedad de tipos celulares. En particular, FGF-2 regula el crecimiento y la
funcién de células vasculares y por esto ha sido implicado en la
angiogeénesis como parte de la patogenia de diversas enfermedades
(Nugent e lozzo, 2000), asi como en la curacion de heridas, reparacion
tisular y hematopoyesis (Dow y Vere White, 2000). FGF-2 es sintetizado
principalmente por los fibroblastos y actua por vias autocrina y paracrina

(Dow y Vere White, 2000).

El receptor de FGF-2 (FGFR-2) se compone de un dominio extracelular
representado por un dominio tipo inmunoglobulina (IG), un dominio

transmembrana, y un dominio intracelular tirosinquinasa. La union de FGF-
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2 a su dominio extracelular (IG) activa el dominio transmembrana y la
tirosinquinasa intracelular. La dimerizacion del dominio tirosinquinasa
resulta en su fosforilacidn, que inicia una cascada de sefiales que culminan

en la regulacion de la transcripcion génica (Dow y Vere White, 2000).

Las neoplasias no podrian crecer mas alla de los 3mm sin angiogénesis.
Especificamente, FGF-2 iniciaria la angiogénesis y estimularia el

crecimiento neoplasico (Dow y Vere White, 2000).

La actividad de los miembros de la familia PDGF es mediada por receptores
tirosinquinasas, representados por dos homodimeros y un heterodimero
(aa, BB, ap) (ver capitulo I) (Cao y col.,, 2008). Estos factores de
crecimiento, al igual que FGF-2, estimulan el crecimiento de células
vasculares y neoplasicas (Dow y Vere White, 2000). La activacion autocrina
de la via de senalizacion de PDGF esta involucrada en leucemias, gliomas,
y sarcomas humanos, mientras que la accion paracrina de PDGF fue
observada en canceres epiteliales humanos. En estos casos PDGF afecta
el crecimiento tumoral, la angiogénesis y la capacidad para invadir

localmente y generar metastasis (Andrae y col., 2008).

Las células del endotelio vascular usualmente no responden a la
estimulacion con PDGF. Sin embargo, estas se vuelven sensibles luego de
la estimulacion con FGF. Esto se debe a que estas células normalmente
expresan niveles indetectables de receptores de PDGF (PDGFR). Los
niveles de PDGFR-a y PDGFR-B se incrementan y pasan a ser detectables

solo en presencia de FGF-2. Esto sugiere que FGF-2 estimula la expresion
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de ambos receptores. A su vez, PDGF amplifica la expresion de receptores

de FGF en células vasculares murales (Cao y col., 2008).

FGF y PDGF estan frecuentemente coexpresados en tumores y su
expresion se asocid con la progresion y la capacidad metastasica. La
accion es sinérgica porque la coexpresion promueve el crecimiento tumoral
en mayor medida que la de cualquiera de los factores por separado (Cao y

col., 2008).

Se han descripto mutaciones activadoras en el gen de PDGFRa en
numerosas neoplasias humanas de variadas estirpes celulares. Si bien
algunas evitan la respuesta del receptor ante la presencia de PDGF o no
modifican su actividad, otras permiten su activacion en ausencia de ligando.
Pacientes con el ultimo tipo de mutaciones respondieron favorablemente al
tratamiento con inhibidores de tirosinquinasas (mesilato de imatinib)
(Heinrich y col., 2003; Velghe y col., 2014). Los FGFR también presentan
mutaciones activadoras que llevan a la activacion de su funcién quinasa e
incluso podrian influir en la respuesta a la terapia farmacolégica con drogas
como AZD4547, BGJ-398, TKI258, JNJ42756493 and AP24534 (Patani y
col., 2016). Las mutaciones de FGFR-2 jugarian un papel en la
carcinogeénesis (Jang y col., 2001). Las mutaciones activadoras de FGFR-
2 fueron vinculadas con pobre prondstico en neoplasias humanas (Jeske y

col., 2017).

Los inhibidores de tirosinquinasa actualmente estan cambiando el enfoque

terapéutico en tumores malignos en perros y gatos. Imatinib inhibe la
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actividad de varias tirosinquinasas, entre ellas el PDGFR. La desregulacion
y las mutaciones de tirosinquinasas se hallaron en tumores caninos y
felinos, entre ellos mastocitomas y tumores estromales gastrointestinales
(Bonkobara, 2015). Ademas, se han encontrado mutaciones de PDGFR en
hemangiosarcoma canino. Imatinib tuvo actividad antitumoral con toxicidad
tolerable en neoplasias de mastocitos en perros y gatos (Bonkobara, 2015).
Las vias de senalizacién de los factores de crecimiento son de vital interés
en la comprension de la patogenia de las neoplasias. En particular, la
importancia de conocer la expresion de receptores de factores de
crecimiento radica en que estos constituyen los posibles blancos
terapéuticos, mas alla que exista o no expresion de sus ligandos, dado que
podrian activarse aun en su ausencia cuando poseen mutaciones que

permiten su autoactivacion.

El presente capitulo aborda la exploracién de los factores de crecimiento
mencionados y sus receptores, ademas de la evaluacion de variables

angiogénicas de interés.

Materiales y métodos

Se procesaron muestras de 54 casos con diagnostico de SSly 10 casos de
muestras de NSSI. Estos ultimos, ubicados en base de la oreja, almohadilla
plantar, anca, carpo, distal de la tibia, dedo, globo ocular (2) y region retro

ocular (2).
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Estudios inmunohistoquimicos

Se montaron secciones de 3 pm en portaobjetos con carga positiva
(HistoSystem, Rosario, Argentina) que se aclararon en xilol y se
rehidrataron en una bateria de alcoholes de concentracion creciente. Se
incubaron en metanol con H20:2 al 3%, para inhibir la peroxidasa endogena,
durante 30 minutos a temperatura ambiente. Los portaobjetos se lavaron
luego con solucion buffer-fosfato (PBS), pH 7,4. Para la deteccién de los
receptores y CD31 no se realizé recuperacion antigénica dado que en la
puesta a punto se comprobé que no existian diferencias en la intensidad de
marca si el procesamiento se realizaba con o sin recuperacion antigénica.
Para FGF-2 y PDGF-B se realizd recuperacion antigénica en microondas
(dos ciclos de calentamiento con microondas a 800 W, durante 3 minutos
cada uno, en buffer citrato, pH 6,0). Los sitios de unidén no especificos se
bloquearon mediante incubaciéon con albumina de suero bovino al 1%
(BSA) durante 30 minutos a temperatura ambiente en camara humeda. Los
anticuerpos primarios (Rabbit anti-Human PDGFRa Polyclonal Antibody
[MBS301499], MyBioSource, San Diego; Anti-FGFR-2, Lifespan
BioSciences Inc., Seattle; Rabbit anti-Human FGF-2 Polyclonal Antibody
[ab126861] Abcam, Cambridge; Rabbit anti-Human PDGF-B Polyclonal
Antibody [sc-127] Santa Cruz Biotechnology , Santa Cruz; Rabbit Anti-CD31
polyclonal antibody [ab28364], Abcam, Cambridge) se incubaron durante
una noche a 4° C, en camara humeda. Se utilizé tanto para anti-PDGFRa
como para anti-FGFR-2 y para anti-PDGF-B una diluciéon de 1:100 en BSA

al 0,1%. Para el anticuerpo anti-CD31 se utilizé una dilucién de 1:25 en BSA
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al 0,1% y para el anti-FGF-2 una dilucion de 1:50. Como anticuerpo
secundario se utilizd un anticuerpo anti-conejo (EnVision HRP ®,
DakoCytomation, Carpinteria, California) para FGFR-2 y PDGFRa. Para los
restantes anticuerpos se utilizd el método de la estreptavidina biotina
marcada (Super SensitiveTM Link-Label IHC Detection System RTU
MultiLink® HRP  [QP900-9], BioGenex Laboratories, Inc, Fremont,
California; para CD31 y CytoScan™ HRP Detection System, Rockling,
California para FGF-2 y PDGF-B). En este sistema luego de la incubacién
del tejido con el anticuerpo primario se realiz6 una incubacién con un
anticuerpo secundario biotinilado y por ultimo se aplicd la solucion de
estreptavidina marcada con peroxidasa. Como control negativo de
anticuerpo, el anticuerpo primario se reemplazé por PBS, pH 7,4. Como
control negativo de tejido, se uso piel normal de gato, obtenida de animales
remitidos para necropsia en el caso de FGFR-2 y PDGFRa. Ademas, de los
controles negativos internos que representan los tejidos no neoplasicos de
cada muestra y no vasculares para el caso de CD31. Como control positivo,
se uso rifidn de perro (fig. 22) y de gato (fig. 23) para PDGFRa (Gesualdo
y col., 1994), y para FGFR-2 se utilizé estdbmago de rata (fig. 24) y de gato
(fig. 25) (Hughes, 1997) y vasos sanguineos dérmicos de gato para CD31
(fig. 26). Como cromogeno se utilizé 3,3- tetrahidrocloruro de
diaminobenzidina (DAB) (DakoCytomation, Glostrup, Dinamarca), y se uso

hematoxilina como tincién de contraste.
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Figura 22. RifA6n canino. Se observa inmunomarcacion positiva en los

tubulos para PDGFRa. DAB y hematoxilina, 40X.

Figura 23. Rifion felino. Se observa inmunomarcaciéon positiva en los

tubulos para PDGFRa. DAB y hematoxilina, 10X.
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Figura 24. Estobmago de rata. Se observa inmunomarcacion positiva para

FGFR-2 en las glandulas fundicas. DAB y hematoxilina, 40X.

Figura 25. Estomago de gato. Se observa inmunomarcacion positiva para

FGFR-2 en las glandulas fundicas. DAB y hematoxilina, 40X.

106



Figura 26. Piel de gato. Se observa inmunomarcacion positiva para CD31

en los vasos dérmicos (control). DAB y hematoxilina, 20X.

La inmunomarcaciéon de PDGFRa y FGFR-2 se evalué estimando el
porcentaje de células positivas al contar células con marca citoplasmatica
positiva en imagenes de 10 campos a 40X. Las imagenes fueron
capturadas usando una camara de video analdgica (Sony DXC-390)
montada en un microscopio trinocular (CX31, Olympus, Japon) y conectada
a una computadora. Las imagenes capturadas se procesaron utilizando un
analizador de imagenes digitales (ImagePro Plus v6.3 - Media Cybernetics,
Rockville).

La valoracion de la marca para FGF-2 (6 casos) y PDGF-B (10 casos) se
realiz6 de modo cualitativo como positiva o negativa tanto para células
neoplasicas como para vasos sanguineos.

El numero de vasos por campo, area vascular por campo y densidad

vascular por campo fueron evaluados a partir de imagenes tomadas a 20X
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de cortes marcados con anticuerpos anti-CD31 (fig. 27) (Alvarez Martin y
col., 2009), mediante una seleccion de campos realizada con un recorrido
en guarda griega desde la periferia hacia el centro, descartando las areas
de necrosis. Se evaluaron 10 imagenes de cada caso, a excepciéon de
aquellos cuya extension limité el numero de imagenes, en esos casos se
tomaron todas las imagenes posibles para el area de la muestra en
cuestion. Las imagenes fueron capturadas usando una camara de video
analégica (Sony DXC-390) montada en un microscopio trinocular (CX31,
Olympus, Japén) y conectada a una computadora. Las imagenes
capturadas se procesaron utilizando un analizador de imagenes digitales

(ImagePro Plus v6.3 - Media Cybernetics, Rockuville).

Figura 27. SSI. Se observa inmunomarcacion positiva para CD31 en los

vasos. DAB y hematoxilina, 20X.
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Analisis estadistico

Para evaluar la relacién entre las variables estudiadas se aplicd la
metodologia de correlacion bayesiana mediante el uso de software JASP
(https://jasp-stats.org/). Ademas, se evalud la asociacion mediante analisis
de varianza desde una perspectiva bayesiana para las variables GA y Gl
con FGFR-2, PDGFRa. Para cumplir con los supuestos teoricos del
ANOVA, se realizaron transformaciones obligatorias de los datos. En el
caso de las variables porcentuales, la transformacion elegida fue arcoseno.
Se utilizaron distribuciones prior no informativas y se corrieron 20.000
iteraciones, descartando las primeras 1.000. Se usé lenguaje de
programacion R y software libre WinBUGS (Campbell y Thompson, 2012;
Risso y Risso, 2017). Como analisis pos hoc se usoO la prueba de Z

bayesiana. El nivel de significancia considerado fue P <=0,05.

Resultados

El 100% de las neoplasias expres6 PDGFRa (fig. 28) y el 50% expreso
FGFR-2 (fig. 29). Nueve (90%) de los NSSI resultaron positivos para
PDGFRa, uno resulté negativo y 7 (70%) fueron positivos para FGFR-2, 3
(30%) negativos. El 100% de las muestras evaluadas por FGF-2 (6 casos)
y PDGF-B (10 casos) resultaron positivas; tanto las células neoplasicas (fig.
30 y 31) como los vasos sanguineos expresaron estos antigenos. En
ambos casos se observd marca positiva citoplasmatica y en el caso de
FGF-2 también se observé inmunomarcacion nuclear (fig. 32), aunque con
menor frecuencia. También, se hall6 inmunomarcacién nuclear de su

receptor (fig. 33).
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Figura 28. SSI. Se observa inmunomarcacion positiva para PDGFRa. DAB

y hematoxilina, 40X.
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Figura 29. SSI. Se observa inmunomarcacion positiva para FGFR-2. DAB

y hematoxilina, 40X.
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Figura 30. SSI. Se observa inmunomarcacion citoplasmatica positiva

para FGF-2. DAB y hematoxilina, 40X.

Figura 31. SSI. Se observa inmunomarcacion positiva para PDGF-B. DAB

y hematoxilina, 40X.
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Figura 32. SSI. Se observa inmunomarcacion nuclear positiva (flechas)

para FGF-2. DAB y hematoxilina, 40X.

Figura 33. SSI. Se observa inmunomarcacion nuclear positiva (flechas)

para FGFR-2. DAB y hematoxilina, 40X.
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El porcentaje de células proliferantes y PDGFRo correlacionaron
significativamente entre si (P = 0,012) con una relacion directa (Anexo 1V,
tabla t). Del mismo modo, lo hicieron el porcentaje de células proliferantes
y FGFR-2 (P = 0,035) (Anexo 1V, tabla t).

Las variables GA y FGFR-2 se correlacionaron positivamente, a mayor GA
mayor expresion de FGFR-2 (P=0,015) (Anexo IV, tabla r). La expresién de
este receptor no se relacioné con las variables sexo, Gl, COX-2, edad al
momento del diagndstico clinico, tiempo promedio entre recidivas, numero

de recidivas, tiempo de sobrevida, existencia de recidivas (Anexo 1V, tabla
r).

Las variables sexo, edad al momento del diagndstico clinico, existencia de
recidivas, numero de recidivas, tiempo promedio entre recidivas, tiempo de
sobrevida, GA, Gl y COX-2 no se correlacionaron con PDGFRa (Anexo IV,

tabla s).

No se hall6 correlacion entre FGFR-2 y PDGFRa (P=0,062) (Anexo IV, tabla
t). Ambos receptores se correlacionaron positivamente con el porcentaje de
células proliferantes (FGFR-2, P=0,035; PDGFRa, P=0,012) (Anexo IV,
tabla t). La prueba de analisis de varianza (ANOVA) revelé que los
sarcomas con GA | mostraron menor expresion de FGFR-2 (Anexo IV, tabla

A) y PDGFRa (Anexo 1V, tabla o).

Al contrario, los diferentes grados de inflamaciéon no mostraron diferencias
en relacion con la expresion de FGFR-2 (Anexo |V, tabla p) y PDGFRa

(Anexo 1V, tabla q) con esta misma prueba.
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Al considerar las variables vasculares se hallé que la cantidad de vasos por
campo correlaciond positivamente con COX-2, al aumentar COX-2
aumentan los vasos por campo (P=0,031) (Anexo IV, tabla t). Sin embargo,
lo hizo inversamente con PDGFRa (Anexo IV, tabla s), por lo tanto, a mayor
cantidad de vasos por campo los sarcomas expresaron PDGFRa en menor
medida (P=0,039). También, se hall6 correlacion positiva entre el
porcentaje de células proliferantes y area vascular por campo (P=0,033), y
el porcentaje de células proliferantes y la densidad vascular por campo
(P=0,033) (Anexo IV, tabla t). El area vascular por campo (P=0,04) y la
densidad vascular por campo (P=0,041) se correlacionaron positivamente
con el tiempo de sobrevida (Anexo IV, tabla u). A excepcién de la cantidad
de vasos por campo con PDGFRa, las variables vasculares no mostraron
correlacion con los receptores de ambos factores de crecimiento

estudiados (Anexo IV, tabla t).

Discusion

Los SSI expresan PDGFRa y FGFR-2. Ambos, FGFR-2 y PDGFRa, se
expresaron tanto en SSI como en NSSI a diferencia de lo encontrados por
otros autores que comunicaron que no hallaron expresion de PDGFR en
NSSI (Hendrick, 1999). Estas diferencias podrian deberse a variantes en
las metodologias utilizadas para detectar el receptor. Hendrick y su grupo
utilizaron la técnica de avidina-biotina, mientras que en este estudio se
utilizé6 la del polimero marcado (EnVision HRP ®, DakoCytomation,

Carpinteria, California) para la deteccion de PDGFRa. Por otro lado, el

trabajo en cuestion (Hendrick, 1999) no menciona el tipo de proteina
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evaluada que en este estudio fue la a, el monémero B podria estar ausente
en los NSSI; la evaluacién de este ultimo mondémero debera ser abordado

en futuras investigaciones.

Ademas, los SSI expresan FGF-2 y PDGF-B. Por lo tanto, estas neoplasias
coexpresan los receptores y sus ligandos, por lo que es posible que existan
mecanismos autocrinos de activacién, como menciona la bibliografia para
estos factores de crecimiento (Hendrick, 1999; Dow y Vere White, 2000;

Andrae y col., 2008; Korc y Friesel, 2009; Hendrick, 2011; Heldin, 2012).

En el caso de FGF-2 se hallé también marcacion nuclear, tanto del factor
de crecimiento como de su receptor. Esto podria asociarse a la
participacion, en la patogenia de estas neoplasias, de mecanismos no
candnicos que involucran la traslocacion del receptor y su ligando a nivel
nuclear donde promueven la transcripciéon (Nugent y lozzo, 2000). Esta
via, independiente de la candnica relacionada con la funcion tirosinquinasa
del receptor, conduciria al incremento de la actividad mitética (Nugent y
lozzo, 2000; Neben y col., 2014) y fue involucrada en neoplasias humanas

(Martin y col., 2011; Neben y col., 2014; Tsimafeyeu y col., 2017).

Como era de esperar, la expresion de FGFR-2 y PDGFRa correlacioné
positivamente con el porcentaje de células proliferantes. Esto demuestra
que, del mismo modo que en otras neoplasias, y en los fibroblastos
normales, las vias de sefalizacion de FGF y PDGF participan de la
promocion de la proliferacion celular (Nugent y lozzo, 2000; Cao y col.,

2008).
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A la luz de estos resultados, se vuelve aun mas relevante el estudio del uso
de inhibidores de estos receptores para inhibir la capacidad proliferativa de
las neoplasias. En medicina humana se encuentran en estudio inhibidores
de FGFR (Liu y col., 2017; Patani y col., 2016) que se sumaran a los
inhibidores de PDGFR en la lucha contra la proliferacion de células

neoplasicas (Kadivar y col., 2018; Fujino y col., 2018).

Tanto la prueba de correlacion como la de analisis de varianza (ANOVA)
mostraron asociacion entre FGFR-2 y GA. La primera muestra que a mayor
grado de anaplasia mayor es la expresion de FGFR-2. El analisis de
varianza comprueba el comportamiento diferencial de los grupos GA |, GA
II'y GA lll, en relacion a la expresion del receptor en cuestion. El grupo con
GA | expresa el receptor en menor cuantia que los otros dos grupos que no

presentan diferencias significativas entre si.

La misma asociacion entre GA y PDGFRa se demuestra en la prueba de
analisis de varianza. Los sarcomas con menor GA expresan menos este
receptor. Por lo tanto, los SSI de menor grado de anaplasia (GA |) expresan

menos los receptores de los factores de crecimiento estudiados.

Estos resultados podrian asociarse a la mayor proliferacion celular
comprobada en los tumores con mayor expresion de receptores (FGFR-2,
PDGFRa) que se asocia, a través del IM, con la clasificacion en grados de
anaplasia utilizada en el presente trabajo. Esta asociacién entre GA y

expresion de estos receptores podria ser de utilidad al poseer potencial
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predictivo de la sensibilidad de cada sarcoma en particular a la terapia con

inhibidores de tirosinquinasas.

Aunque la bibliografia menciona la estimulacién reciproca de la expresion
de los receptores entre las familias FGF y PDGF en las células vasculares
(Cao y col., 2008), esto pareciera no ocurrir en las células neoplasicas de
los SSI, ya que no se halloé correlacion entre FGFR-2 y PDGFRa. Para
evaluar esta hipotesis, seria necesario, en un futuro, estudiar si existe
asociacion entre la expresion de FGF-2 y PDGFRa, y entre PDGF-B y

FGFR-2.

La cantidad de vasos por campo correlacioné positivamente con COX-2, a
mayor expresion de COX-2 mayor cantidad de vasos por campo. Este
efecto podria explicarse a través del potencial proangiogénico de los
mediadores inflamatorios sintetizados en la via de COX-2 (Williams y col.,
1999; Greenhough y col., 2009). Las prostaglandinas generadas en esta
via participan en la formacion de vasos tanto en el desarrollo ontogénico
como en la progresion tumoral (Williams y col., 1999). A partir de estos
datos, puede postularse que los inhibidores de COX-2 utilizados en
protocolos quimioterapicos permitirian obtener un efecto antiangiogénico
con drogas de baja toxicidad (King y col., 2012; Kongara y Chambers,

2018).

No se detectd asociacion entre la expresion de COX-2 y los receptores de

los factores de crecimiento (FGFR-2 y PDGFRa). No se hallaron estudios
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que vincularan estas variables en SSI, por lo que no es posible comparar

estos resultados con otros previos.

La cantidad de vasos por campo correlaciond inversamente con PDGFRa,
El receptor, que se expreso en células neoplasicas, no fue detectado en
vasos sanguineos, por lo tanto, no es esperable un efecto directo de este
receptor sobre la angiogénesis. Si se comprobd su vinculacion con la
proliferacion de las células tumorales de los SSI. Podria explicarse la
relacion inversa pensando que a mayor proliferacién de células neoplasicas
(que expresan gran cantidad de PDGFRa), no asociada a la mayor
angiogenesis, aumentaria el numero de células neoplasicas en defecto del

numero de vasos por unidad de area (campo).

El aporte de nutrientes es esencial para la viabilidad del tejido neoplasico,
un adecuado aporte sanguineo proporciona a las células tumorales un
ambiente propicio para su sobrevida y multiplicacion (Cullen y col., 2002),
esto podria explicar los resultados obtenidos en relacion a las variables
vasculares y el porcentaje de células proliferantes. Este ultimo, se

correlaciond positivamente con el area vascular y la densidad vascular.

Sorprendentemente, el area vascular por campo y la densidad vascular por
campo se correlacionaron positivamente con el tiempo de sobrevida.
Parametros vasculares como la densidad vascular y la densidad
microvascular fueron considerados de valor prondstico tanto en neoplasias
humanas como en animales domésticos (Luong y col., 2006; Nowak y col.,

2017; Ma y col., 2017; Alvarez Martin y col., 2018); se asociaron a menor
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sobrevida (Nowak y col., 2017) y a mayor riesgo de enfermedad
metastasica (Luong y col., 2006; Nowak y col., 2017; Alvarez Martin y col.,
2018). Sera necesario profundizar en su estudio para corroborar su valor
prondstico en SSI. Para esto sera fundamental evaluar la calidad de los
vasos que determina su funcionalidad, y por lo tanto, su capacidad para
influir en la progresion tumoral. Algunos autores proponen que la expresiéon
anémala de FGF y PDGF de origen tumoral, cuya expresion se comprobd
en SSI, llevaria a la formacién de una red vascular primitiva poco funcional

(Caoy col., 2008).

119



Anexo IV

Tabla A. ANOVA Bayesiano con prueba posterior, desarrollado en R y

WinBUGS (Risso y Risso, 2017). Variables GA y FGFR-2

Grupo
(GA) Mp Dsp N L1025 LS0975 S Prueba

1 5,8676 3,2162 18 -0,3814 12,1702 a Z
2 11,5927 2,3893 32 6,929 16,18 b Y4
3 15,0874 6,7941 4 1,6137 28,4412 b Z

Grupo = grupo.

GA= grado de anaplasia.

mp = media posterior.

dsp = desvio estandar posterior.

n = n de la muestra.

L1025 = Limite inferior del Intervalo de Credibilidad Bayesiano.
L1075 = Limite superior del Intervalo de Credibilidad Bayesiano.
S = significacion.

Prueba = Prueba de pos hoc Z bayesiana.
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Tabla 0. ANOVA Bayesiano con prueba posterior, desarrollado en Ry

WinBUGS (Risso y Risso, 2017). Variables GA y PDGFRa

Grupo
GA Mp Dsp N LI025 LS0975 S Prueba

1 56,4051 2,7942 18 50,98 61,88 a Z
2 58,9345 2,0758 32 54,88 62,92 b Y4
3 61,8868 5,9026 4 50,1797 73,4812 b Z

Grupo = grupo.

GA= grado de anaplasia.

mp = media posterior.

dsp = desvio estandar posterior.

n = n de la muestra.

L1025 = Limite inferior del Intervalo de Credibilidad Bayesiano.
L1075 = Limite superior del Intervalo de Credibilidad Bayesiano.
S = significacion.

Prueba = Prueba de pos hoc Z bayesiana.
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Tabla p. ANOVA Bayesiano con prueba posterior, desarrollado en R y

WinBUGS (Risso y Risso, 2017). Variables Gl y FGFR-2

Grupo
Gl Mp Dsp N LI025 LS0975 S Prueba

19,1969 4,6685 9 0,1262 18,35 a Z
2 98955 2,5761 29 4,868 14,84 a Z
3 10,4137 3,4869 16 3,4988 17,2607 a Y4

Grupo = grupo.

Gl= grado de inflamacion.

mp = media posterior.

dsp = desvio estandar posterior.

n = n de la muestra.

L1025 = Limite inferior del Intervalo de Credibilidad Bayesiano.
L1075 = Limite superior del Intervalo de Credibilidad Bayesiano.
S = significacion.

Prueba = Prueba de pos hoc Z bayesiana.
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Tabla q. ANOVA Bayesiano con prueba posterior, desarrollado en R y

WinBUGS (Risso y Risso, 2017). Variables Gl y PDGFRa

Grupo
Gl Mp Dsp N LI025 LS0975 S Prueba

1 57,1666 2,9826 16 51,37 63,0102 a Z
2 57,6788 3,9389 9 49,99 65,24 a Y4
3 59,1116 2,2062 29 54,7397 63,4502 a Z

Grupo = grupo.

Gl= grado de inflamacion.

mp = media posterior.

dsp = desvio estandar posterior.

n = n de la muestra.

L1025 = Limite inferior del Intervalo de Credibilidad Bayesiano.
L1075 = Limite superior del Intervalo de Credibilidad Bayesiano.
S = significacion.

Prueba = Prueba de pos hoc Z bayesiana.
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Tabla r. Matriz de correlacién Bayesiana (https://jasp-stats.org/)

Variables Pearson cc p-value
FGFR-2 Sexo -0,124 0,8110
FGFR-2 GA 0,278 0,0210
FGFR-2 Gl -0,027 0,5760
FGFR-2 COX-2 0,184 0,0920
FGFR-2 EMD -0,153 0,4970
FGFR-2 TPR -0,221 0,4300
FGFR-2 NR -0,086 0,7110
FGFR-2 Tsd 0,165 0,5410
FGFR-2 Rsn 0,262 0,2510

(1) P> 0.05 = no hay correlacion significativa.
Pearson cc = coeficiente de correlacion.

p-value = valor de P.

GA= grado de anaplasia.

Gl= grado de inflamacion

FGFR-2=Porcentaje de expresion de FGFR-2.
COX-2= Porcentaje de expresion de COX-2.
EMD = Edad al momento del diagndstico clinico en afos
TPR = Tiempo promedio entre recidivas en dias
NR = numero de recidivas

Tsd =t de sobrevida en dias

Rsn = recidiva, si - no
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Tabla s. Matriz de correlacion Bayesiana (https://jasp-stats.org/)

Variables Pearson cc p-value
PDGFRa Sexo 0,056 0,3440
PDGFRa GA 0,137 0,1610
PDGFRa Gl 0,066 0,3180
PDGFRa COX-2 0,21 0,0630
PDGFRa EMD -0,271 0,1120
PDGFRa TPR -0,052 0,4270
PDGFRa NR 0,018 0,5310
PDGFRa Tsd 0,225 0,7990
PDGFRa Rsn 0,091 0,6520

(1) P> 0.05 = no hay correlacion significativa.
Pearson cc = coeficiente de correlacion.

p-value = valor de P.

GA= grado de anaplasia.

Gl= grado de inflamacion

PDGFRa= Porcentaje de expresién de PDGFRa.
COX-2= Porcentaje de expresion de COX-2.
EMD = Edad al momento del diagndstico clinico en afos
TPR = Tiempo promedio entre recidivas en dias
NR = numero de recidivas

Tsd =t de sobrevida en dias

Rsn = recidiva, si — no
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Tabla t. Matriz de correlacion Bayesiana (variables vasculares) (https://jasp-

stats.org/)

Variables Pearson cc p-value"
Vpc PCP -0,123 0,1890
Vpc COX-2 0,255 0,0310
Vpc FGFR-2 -0,007 0,4790
Vpc PDGFRa -0,242 0,0390
Av PCP 0,303 0,0130
Av COX-2 0,077 0,2910
Av FGFR-2 0,033 0,4060
Av PDGFRa 0,062 0,3280
Avc PCP 0,252 0,0330
Avc COX-2 0,203 0,0710
Avc FGFR-2 0,066 0,3170
Avc PDGFRa -0,023 0,5660
Dvpc PCP 0,252 0,0330
Dvpc COX-2 0,203 0,0710
Dvpc FGFR-2 0,066 0,3170
Dvpc PDGFRa -0,023 0,5660
Vpc GA -0,084 0,7260
Vpc Gl 0,09 0,2590
Vpc Raza NaN® e
Vpc Sexo 0,088 0,2640
Av GA -0,059 0,6650
Av Gl -0,055 0,6530
Av Raza NaNe
Av Sexo 0,081 0,2820
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Avc GA -0,153

Avc Gl 0,083
Avc Raza NaN?
Avc Sexo -0,053
Dvpc GA -0,153
Dvpc Gl 0,083
Dvpc Raza NaN®
Dvpc Sexo -0,053
FGFR-2 PDGFRa 0,212
FGFR-2 Raza NaN@
FGFR-2 PCP 0,359
PDGFRa Raza NaN?
PDGFRa PCP 0,305

(1) P> 0.05 = no hay correlacién significativa.

(2) NaNa = Varianza = 0, no se realiza el analisis.

Pearson cc = coeficiente de correlacion.
p-value = valor de P.

GA= grado de anaplasia.

Gl= grado de inflamacion

PDGFRoa= Porcentaje de expresion de PDGFRa.
COX-2= Porcentaje de expresién de COX-2.
Vpc= vasos por campo

Av= area vascular

Avc= area vascular por campo

Dvpc= densidad vascular por campo

FGFR-2 = Porcentaje de expresion de FGFR-2.

PCP= Porcentaje de células proliferantes
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Tabla u. Matriz de correlacion Bayesiana (https://jasp-stats.org/)

Variables Pearson cc p-value
Vpc EMD -0,042 0,5740
Vpc TPR -0,017 0,5240
Vpc Rsn 0,047 0,4200
Vpc NR 0,361 0,0540
Vpc Tsd 0,359 0,0860
Av EMD -0,356 0,1040
Av TPR -0,247 0,3740
Av Rsn 0,099 0,6690
Av NR 0,094 0,6860
Av Tsd 0,28 0,2940
Avc EMD -0,374 0,0430
Avc TPR -0,273 0,8380
Avc Rsn 0,105 0,3250
Avc NR 0,13 0,2870
Avc Tsd 0,448 0,0400
Dvpc EMD -0,374 0,0430
Dvpc TPR -0,273 0,1620
Dvpc Rsn 0,105 0,6750
Dvpc NR 0,13 0,7130
Dvpc Tsd 0,448 0,0410

(1)

P> 0.05 = no hay correlacion significativa.
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Pearson cc = coeficiente de correlacion.

p-value = valor de P.

EMD = Edad al momento del diagndstico clinico/afios
TPR = Tiempo promedio entre recidivas en dias

NR = numero de recidivas

Tsd =t de sobrevida/dias

Rsn = recidiva, si — no

Vpc= vasos por campo

Av= area vascular

Avc= area vascular por campo

Dvpc= densidad vascular por campo
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Discusion general

El fibrosarcoma es el SSI mas frecuente en la Republica Argentina, al igual
que fue descripto en otros paises (Hendrick, 1999; Nieto, 2003; Martano y
col., 2011; Wilcocky col., 2012). También, se encontraron en menor
proporcion otros tumores como: sarcomas pleomorficos (HFM),

oseosarcomas extraesqueléticos y mixosarcomas.

Los sarcomas estudiados presentaron alta recurrencia, en concordancia
con lo comunicado por Hendrick (1999). En coincidencia con lo informado
por Couto y col. (2002) y Nieto y col. (2003), las neoplasias de GA Il fueron
las mas numerosas y la distribucion en grados de anaplasia fue similar para
los tumores primarios y para las recidivas (Couto y col., 2002).

Con respecto al Gl, la mayoria de los sarcomas fueron de grado 3. Esto
concuerda con lo encontrado por Couto y col. (2002) que manifiesta que la
mayoria de las neoplasias presentaron abundante inflamacién, tanto en el
caso de los tumores primarios como en las recidivas. Por otra parte, no se
hall6 asociacion entre GA y Gl, al igual que habia sucedido en estudios
previos (Couto y col., 2002).

El promedio de edad al momento del diagndstico, hallado en el presente
estudio, es mayor (9,95 afios -9 afios y 11 meses en encuestas-; 8,86 anos
-8 anos y 10 meses en protocolos de remision de muestras-) al encontrado
por otros autores (8,1 afos) (Hendrick y col., 1994; Goldschmidt y Hendrick,
2002) tanto si consideramos la informacion generada a partir de encuestas

como la obtenida de los protocolos de remision de muestras. Incluso, el
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proveniente de las encuestas, es mayor que el informado para NSSI (9,2
afios) (Hendrick y col., 1994; Goldschmidt y Hendrick, 2002). Esto podria
deberse a que la consulta en nuestro medio se retrasa en comparacion con

lo que ocurre en paises del primer mundo.

La hipotesis mas aceptada sobre el origen de los SSI felinos propone que
este tipo de neoplasias se origina de la transformacion maligna de
fibroblastos, inducida por la inflamacién crénica generada en el sitio de
inoculacién (Hendrick y Dunagan, 1991; Hendrick y col., 1992; Kass y col.,
1993; Goldschmidt y Hendrick, 2002; Deim y col., 2008; Wilcock y col.,
2012). En concordancia con lo descripto por Magi y col. (2010) y Carneiro
y col. (2018), se observo que los SSI expresan la enzima proinflamatoria
COX-2. Es extrafno que otros autores (Beam y col., 2003), no pudieron
detectar la expresion de COX-2, pero debe sefialarse que ellos utilizaron
diferentes protocolos inmunohistoquimicos de los empleados en este
estudio. En el presente trabajo demostramos que existe una estrecha
relacion entre la expresion de COX-2 y el Gl en los SSI. De los resultados
obtenidos, se puede concluir que la expresion de COX-2 es directamente
proporcional al Gl.

Los hallazgos de esta tesis muestran que la expresion de COX-2 se
correlaciona positivamente con la proliferacion de las células neoplasicas.
Este resultado era esperable ya que la sobreexpresion de COX-2 esta
asociada con la proliferacién celular, la invasién tumoral, la inhibicion de la
apoptosis, la supresion de la vigilancia inmune y la angiogénesis en las

neoplasias (Williams y col., 1999; Costa y col., 2002; Rodriguez y col.,
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2008). Esta enzima participa en la sintesis de multiples derivados del acido
araquidodnico, entre ellos PGE2 que esta intimamente relacionada con
procesos carcinogénicos (Williams y col., 1999; O'Byrne y Dalgleish, 2001;
Nieto y col., 2003; Cha y DuBois, 2007; Rodriguez y col., 2008).

Los tumores altamente indiferenciados (GA lllI) presentaron menor
expresion de COX-2. Esto podria deberse a la pérdida de la capacidad de
sintesis de sustancias que se produce en las células altamente anaplasicas
(Cullen y col., 2002). COX-2 también se correlaciona significativamente, de
forma inversa, con la edad al momento del diagndstico clinico. Los estudios
previos sobre expresion de COX-2 en estas neoplasias (Magi y col., 2010;
Carneiro y col., 2018) no estudiaron esta variable, por lo tanto no existen
datos previos para comparar los resultados de la presente tesis.

Los SSl expresan PDGFRa y FGFR-2. En nuestro trabajo encontramos que
FGFR-2 y PDGFRa se expresaron tanto en SSI como en NSSI a diferencia
de lo encontrado por otros autores que no hallaron expresion de PDGFR
en NSSI (Hendrick, 1999). Estas diferencias podrian deberse a variaciones
en las metodologias utilizadas para detectar dicho receptor.

Ademas, los SSI expresan FGF-2 y PDGF-B. Por lo tanto, estas neoplasias
coexpresan los receptores y sus ligandos, por lo que son posibles
mecanismos autocrinos de activacion, como se mencionan en la
bibliografia para estos factores de crecimiento tanto en SSI como en otras
neoplasias (Hendrick, 1999; Dow y Vere White, 2000; Andrae y col., 2008;

Korc y Friesel, 2009; Hendrick, 2011; Heldin, 2012).
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El hallazgo de marca nuclear para FGF-2 y su receptor, podria asociarse a
la participacion de mecanismos no candnicos que involucran su
traslocaciéon a nivel nuclear donde promueven la transcripcion, en la
patogenia de estas neoplasias, ademas de la mediada por el receptor a
nivel de membrana (Nugent y lozzo, 2000). Estos mecanismos conducirian
al incremento de la actividad mitética (Nugent y lozzo, 2000; Neben y col.,
2014). Este mismo hallazgo se comunico en neoplasias humanas (Martin y

col., 2011; Neben y col., 2014; Tsimafeyeu y col., 2017).

Como era de esperar, la expresiéon de FGFR-2 y PDGFRa correlacion6
positivamente con el porcentaje de células proliferantes. Esto demuestra
que, del mismo modo que en otras neoplasias, y en los fibroblastos
normales, las vias de sefalizacion de FGF y PDGF estimulan la

proliferacion celular (Nugent y lozzo, 2000; Cao y col., 2008).

Tanto con la prueba de correlacion como con la de analisis de varianza se
demostrd asociacion entre FGFR-2 y GA. La primera muestra que a mayor
GA mayor es la expresion de FGFR-2. El analisis de varianza comprueba
que el grupo con GA | expresa el receptor en menor cuantia que los otros

dos grupos que no presentan diferencias significativas entre si.

La misma asociacion entre GA y PDGFRa se demuestra en la prueba de
analisis de varianza. Los sarcomas con menor GA expresan menos este
receptor. Por lo tanto, los SSI de menor GA (GA ) expresan menos los

receptores de los factores de crecimiento estudiados.
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La cantidad de vasos por campo correlacioné positivamente con COX-2, a
mayor expresion de COX-2 mayor cantidad de vasos por campo. Este
efecto podria explicarse a través del potencial proangiogénico de los
mediadores inflamatorios sintetizados en la via de COX-2 (Williams y col.,
1999; Greenhough y col., 2009). Las prostaglandinas generadas en esta
via participan en la formacion de vasos tanto en el desarrollo prenatal como
en el cancer (Williams y col., 1999). A partir de este resultado se postula
que los inhibidores de COX-2 utilizados en protocolos quimioterapicos
permitirian obtener un efecto antiangiogénico con drogas de baja toxicidad
(King y col., 2012; Kongara y Chambers, 2018).

La proliferaciéon celular se correlaciond positivamente con el area vascular
y la densidad vascular. Este resultado es esperable ya que el aporte de
nutrientes es esencial para la viabilidad del tejido neoplasico, un adecuado
aporte sanguineo proporciona a las células tumorales un ambiente propicio

para su sobrevida y multiplicacién (Cullen y col., 2002).
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Conclusiones

En Argentina, el fibrosarcoma es el tipo mas frecuente de los SSI.
El GA mas frecuente es el Il y es similar en las neoplasias primarias
y en las recidivas.

La mayoria de los SSI mostraron un alto Gl.

No se hallé asociacion entre GA 'y Gl.

La edad promedio al momento del diagndstico, en Argentina, es
mayor a la informada en otras regiones geograficas.

Los SSI expresan la enzima COX-2.

La expresion de la enzima COX-2 fue directamente proporcional al
Gl y al porcentaje de células proliferantes.

Los tumores mas indiferenciados expresaron menos COX-2.

Los SSI encontrados en animales mas jévenes expresaron mas
COX-2.

Los SSI expresan PDGFRa, PDGF-B, FGFR-2 y FGF-2. Esto lleva a
pensar en la existencia de mecanismos autocrinos para la activacion
de estas vias.

Los SSI de menor GA expresan menos PDGFRa y FGFR-2.

La expresion de PDGFRa y FGFR-2 es directamente proporcional a
la proliferacion celular.

La cantidad de vasos por campo correlaciona positivamente con la
expresion de COX-2.

El porcentaje de células proliferantes es directamente proporcional

con el area y la densidad vascular.
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Proyecciones
La asociacion entre el Gl y la expresion de COX-2 en SSI seria
particularmente valiosa para predecir la expresion de COX-2.
Proporcionaria una herramienta predictiva simple y econdmica sobre la
susceptibilidad a los tratamientos con inhibidores de COX-2, para cada
caso particular, ya que el grado de inflamacion se establece con el
procesamiento de rutina y con la tincion con hematoxilina y eosina, utilizada
al momento del diagnéstico.
Por otra parte en los tumores altamente indiferenciados (DA Ill) disminuye
la expresidon de la enzima. Estos resultados podrian ser de utilidad para el
disefio protocolos de tratamiento basados en el uso de inhibidores de COX-
2 para los SSI. La terapia con inhibidores de COX-2 generd resultados
favorables en oncologia humana y veterinaria (Chay DuBois, 2007; Wang
y DuBois, 2010; Barbosa De Nardi y col., 2011).
Magi y col. (2010) no hallaron asociacién entre la expresion de COX-2 y el
grado de anaplasia. Sin embargo, en este trabajo se determind que los
sarcomas de mayor grado expresan con menor intensidad la enzima, lo que
podria hacerlos menos susceptibles a la terapia con inhibidores de la COX-
2.
En el futuro, sera necesario evaluar el valor prondstico de la expresion de
COX-2 y el valor terapéutico del uso de sus inhibidores en los SSI, a través
de la evaluacion de los protocolos terapéuticos que los incluyan, tanto para

SSI como para NSSI, ya que estos también expresan COX-2. Si se verifica
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la utilidad de estos inhibidores, el GA y el Gl tendrian un valor predictivo
con respecto a la susceptibilidad de los SSI a este tipo de tratamiento.

Si bien, el tratamiento de eleccion en estos casos es la cirugia con amplio
margen, los protocolos que incluyen inhibidores de COX-2 podrian
contribuir a reducir el tamafo del tumor previo a la cirugia, a extender el
periodo de supervivencia en tumores no resecables, y a prolongar el
periodo entre recidivas cuando la cirugia radical no es factible.

A la luz los resultados obtenidos en relacién a los receptores de factores de
crecimiento estudiados, se vuelve aun mas importante el estudio del uso
de sus inhibidores para inhibir la capacidad proliferativa de estas
neoplasias. En medicina humana se encuentran en estudio inhibidores de
FGFR (Liu y col.,, 2017; Patani y col., 2016) que se sumaran a los
inhibidores de PDGFR en la lucha contra la proliferacion de células

neoplasicas (Kadivar y col., 2018; Fujino y col., 2018).

La profundizacién de los aspectos analizados en esta tesis, probablemente
serviran para el desarrollo de estrategias que tengan como objetivos emitir
un prondéstico mas certero, planificar opciones terapéuticas y mejorar la
sobrevida de los animales con SSI. Por otra parte, arrojaran luz sobre
algunos aspectos basicos de la patogenia de una neoplasia que presenta

particularidades, casi exclusivas, por su etiopatogenia.
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