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Resumen y Abstract \%

Resumen

Evaluacion de la expresion de E-Cadherina y densidad microvascular en tumores

mamarios caninos y su relacion con el grado de malignidad

El objetivo de este estudio fue evaluar la densidad microvascular como medida de
angiogénesis y la expresion de E-cadherina en tumores mamarios caninos, estableciendo
la relacion de estos parametros con criterios de malignidad; para esto, fueron evaluados
30 tumores mamarios correspondientes a hiperplasias, adenomas y carcinomas
pertenecientes a casos del archivo del Laboratorio de Patologia Veterinaria de la
Universidad Nacional de Colombia que fueron analizados entre los afios 2019 y 2023. Para
cada uno de los casos seleccionados se tuvieron en cuenta variables como edad, estado
reproductivo, tipo de neoplasia y grado de malignidad, entre otros. Todas las muestras
fueron sometidas a clasificacion y grado histolégico, técnicas de inmunohistoquimica con
los anticuerpos CD31 y E-cadherina y medicion de microvasculatura; para el analisis
estadistico se emplearon técnicas uni y bivariados con niveles de significancia (p<0,05).
No hubo asociacion estadistica entre las variables de estudio y la densidad microvascular,
sin embargo, fue posible establecer una asociacion significativa entre el tipo de neoplasia
y la expresion de E-cadherina, se identifico que tumores malignos tenian una reduccién
general de la expresion membranosa de E-cadherina en comparacion con las lesiones
benignas (hiperplasia y adenoma), ademas, se logré establecer la asociacion entre una
mayor marcacion intracelular de E-cadherina con tumores malignos; estos resultados
permiten inferir que los tumores mamarios malignos, efectivamente, sufren una alteracion
en su expresion de E-cadherina llevando a que adquieran caracteristicas de malignidad.
Este estudio resalta la importancia evaluar diferentes marcadores con valor diagnoéstico y
pronostico en futuros estudios con el fin de profundizar en el entendimiento del
microambiente tumoral.

Palabras clave: E-cadherina, Densidad microvascular, Tumor mamario canino.
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Abstract

Evaluation of E-Cadherin expression and microvascular density in canine

mammary tumors and their relationship with the degree of malignancy.

The aim of this study was to evaluate microvascular density as a measure of angiogenesis
and the expression of E-cadherin in canine mammary tumors, establishing the relationship
of these parameters with malignancy criteria. To do this, 30 mammary tumors, including
hyperplasias, adenomas, and carcinomas, were evaluated. These cases came from the
archives of the Veterinary Pathology Laboratory at the National University of Colombia that
were analyzed between 2019 and 2023. For each selected case, different variables such
as age, reproductive status, type of neoplasia, and degree of malignancy, among others,
were considered. All samples underwent histological classification and grading,
immunohistochemical techniques using CD31 and E-cadherin antibodies, and
microvasculature measurement. For statistical analysis, univariate and bivariate
techniques were used, with significance levels set at (p < 0.05). No statistical association
was found between the study variables and microvascular density. However, a significant
association was established between the type of neoplasia and E-cadherin expression. It
was identified that malignant tumors had a general reduction in membranous E-cadherin
expression compared to benign lesions (hyperplasia and adenoma). Additionally, a higher
intracellular expression of E-cadherin was associated with malignant tumors. These results
suggest that malignant mammary tumors do, in fact, undergo an alteration in E-cadherin
expression, leading to the acquisition of malignant characteristics. This study highlights the
importance of evaluating different markers with diagnostic and prognostic value in future

research in order to deepen the understanding of the tumor microenvironment

Keywords: E-Cadherin, Microvascular density, Canine mammary tumor.
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3.Introduccion

El cancer es una de las principales causas de muerte en el mundo, Unicamente se
encuentra por debajo de las enfermedades cardiovasculares (Bray et al., 2018) y se espera
que el numero de casos y muertes por la enfermedad crezca rapidamente conforme la
poblacion también lo haga; en este mismo sentido, las neoplasias de glandula mamaria
son el tercer tumor mas frecuente en mujeres y en las hembras caninas sin esterilizar y la
principal causa de muerte o eutanasia (Dobson et al.,2002); en el contexto mundial y
latinoamericano, el cancer de mama se considera como las neoplasia maligna mas
comunmente diagnosticada en hembras caninas (Cassali, 2013; Aupperle-Lellbach et al.,
2022; Esteves et al., 2022) y este aparece en mayor medida en hembras de edades entre
los 6 y 12 afos (Pastor et al., 2018; Salas et al., 2015; Zheng et al., 2022), no esterilizadas
(Salas et al., 2015; Zheng et al., 2022), mestizas y de talla grande (Pastor et al., 2018), a
pesar de que puede aparecer en algunas razas puras (Salas et al., 2015; Zheng et al.,
2022) y tallas pequefias (Salas et al., 2015), mostrando algunas diferencias y/o
contradicciones dependiendo la regidon geografica y practicas veterinarias (e.qg.
esterilizaciones) realizadas en las diversas poblaciones. En otros paises como Reino
Unido, la frecuencia de presentacion de tumor mamario canino esta cerca de 1948 perros
por cada 100 000 (Dobson et al., 2002), de igual manera, se resalta que, en Estados Unidos
de Ameérica, 30% de muertes se producen en perros mayores a un afilo Como consecuencia
de esta neoplasia (Fleming et al., 2011), debido a esta alarmante casuistica y a la
importancia e incluso como modelos comparativos, el estudio e investigacion en esta area
cada vez es mayor, en la actualidad junto al profundo conocimiento de las etapas de
carcinogénesis, se requiere el asocio de aspectos epidemioldgicos que involucran raza,
sexo, edad, etc. (Dhein et al., 2024; Esteves et al., 2022), inmunolégicos y moleculares

cada vez mas avanzados (Sassi et al., 2010).
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Es importante entender que la glandula mamaria es una glandula apocrina modificada
presente en mamiferos exclusivamente, esta se deriva embrioldgicamente del ectodermo
y mesodermo y esta conformada por un componente epitelial, fibrovascular y estroma de
soporte (Liebich, 2019; Pawlina & Ross, 2020; Sorenmo et al., 2011). La mayoria de
caninos poseen 5 pares de glandulas mamarias, distribuidas en linea mamaria izquierda y
derecha (2 glandulas toracicas, 2 abdominales y 1 inguinal), histologicamente, cada
glandula mamaria se organiza en Iébulos compuestos por unidades secretoras (alveolos)
que se encuentran conectadas a una porcion excretora (conductos); ademas, la glandula
mamaria sufre diversos cambios morfofisioldgicos a lo largo de la vida de acuerdo a la
edad y en respuesta a diversos estimulos hormonales (Sorenmo et al., 2011). Ademas,
debido a que algunos tumores mamarios tienen tendencia a generar metastasis, es
importante conocer el drenaje linfatico de la glandula mamaria y ganglios linfaticos satélite,
puesto que estos suelen ser los primeros tejidos en los que se evidencia la metastasis y
son utiles como 6rganos centinelas (Sorenmo et al., 2011).

En los tumores mamarios caninos, asi como en los tumores mamarios en humanos, existen
sistemas de graduacién de malignidad, los que tienen como fin intentar dar un prondstico
y entender el comportamiento bioldgico de los mismos; en el caso de medicina veterinaria,
existen varias propuestas, sin embargo, los sistemas de clasificacion y graduacion mas
ampliamente utilizados son los descritos por Goldschmidt et al. (2011) y Pefia et al. (2013),
donde se establecen 3 criterios a evaluar: porcentaje de formacion de tubulos,
pleomorfismo nuclear y conteo mitético en 10 campos de alto poder (HPF). Al sumar
puntaje de cada uno de los criterios, se consigue graduar del 1 a 3 los tumores mamarios
malignos en caninos. En esta especie, este sistema ha mostrado correlacion de su grado
de malignidad con recidivas, metastasis y muertes relacionadas a las neoplasias, siendo
el grado 3 el que posee un peor prondstico de supervivencia (Pefa et al., 2013).

Para complementar la estadificacion, proveer mayor informacién, una mejor y mayor
aproximacion al diagndstico/prondstico, es necesaria la implementacion de biomarcadores
inmunohistoquimicos en estos tumores; a pesar de su amplio y comun uso en medicina
humana, en veterinaria es aun incipiente, en este sentido, en los ultimos afios, se han visto
avances en estas técnicas como lo mostrado en los trabajos de Pefia et al., 2014 y de
Nosalova et al., 2024, en el que se hace una revisién de algunos marcadores usados en

tumores mamarios humanos como receptores hormonales (receptor de estrégenos y
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progesterona), receptor del factor de crecimiento epidérmico humano, marcadores de
proliferacion celular, expresion de la proteina p53, entre otros.

La evaluacibn de inmunomarcadores se puede hacer mediante técnicas de
inmunohistoquimica, y son utilizadas para confirmar el origen del tumor, distinguir
metastasis de lesiones primarias, definir subtipos y obtener mas informaciéon con valor
diagndstico/prondstico (Zaha, 2014). En el caso de tumores mamarios, en humanos, son
de uso comun marcadores como mammaglobina (para confirmar origen mamario), HER2
y Receptores hormonales (valor prondstico y respuesta al tratamiento) o E-cadherina
(diferenciacion entre carcinomas ductales de lobulares) (Bonacho et al., 2019). En
veterinaria, pese a que la evaluacion de inmunomarcadores con valor pronéstico se realiza
con menor frecuencia, los marcadores mas utilizados con este fin son Ki-67, Receptor del
Factor de Crecimiento Endotelial, HER-2, Receptores hormonales y COX-2; en el caso de
la evaluacion de E-Cadherina se reconoce su potencial como marcador en relacion con el
alto grado de malignidad tumoral y tendencia a hacer metastasis (Kaszak et al., 2018 ).
La E-Cadherina es una glicoproteina de membrana dependiente de calcio perteneciente a
la familia de las Cadherinas, su funcion se asocia a la morfogénesis de 6rganos y a la unién
entre células, esta union se da a través del complejo E-Cadherina/B-Catenina/E-catenina
(CCC), que favorecera la union intercelular a traves de su dominio extracelular y la union
con el citoesqueleto de actina en su dominio intracelular (Knudsen & Wheelock, 2005; van
Roy & Berx, 2008). En el caso especifico de la E-cadherina, esta es considerada una
proteina de unidn intercelular especifica de los epitelios, dado que una amplia variedad de
tumores en humanos y veterinaria son de origen epitelial, este marcador ha despertado
mucho interés en cuanto a su papel en la carcinogénesis (Kaszak et al., 2018; Matos et al.,
2006), asi mismo, se plantea su participacion como proteina supresora tumoral al
demostrarse que la activacion de la E-cadherina en algunos tumores puede disminuir la
extravasacion de células neoplasicas, asi como favorecer la apoptosis celular (Na et al.,
2020).

La disminucion de su expresion esta asociada a transicion epitelial-mesenquimal (EMT),
caracteristica que suele asociarse con invasion tisular y metastasis, permitiendo que las
células neoplasicas se desasocien entre si e invadan tejidos adyacentes, sin embargo, se
han visto que algunas neoplasias con metastasis aun conservan su expresiéon de E-

cadherina, lo cual también supone un papel a favor de la metastasis (Na et al., 2020).
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Ademas de la evaluacién de marcadores como la E-cadherina, también se pueden evaluar
otros factores que pueden influir en el medio intratumoral afectando el comportamiento
biolégico de los tumores, uno de estos factores es el relacionado con la vasculatura
intratumoral (microvasculatura y angiogénesis); una de las formas de evaluar esta
angiogénesis es mediante la medicién de la densidad microvascular (MVD) como la
descrita por Weidner et al., 1991, ademas, se han encontrado resultados variables con
respecto al grado de malignidad en tumores y pronéstico (dos Anjos et al., 2019; Franco et
al., 2023; Sakalauskaité et al., 2022) relacionados con la microvasculatura y angiogénesis.
La angiogénesis puede ser definida como la formacion de nuevos vasos sanguineos
derivados de vasos pre-exisistentes (Ackerman, 2017), este proceso puede ser
consecuencia de un evento reparativo como se ve en la neovascularizacion de algunos
tejidos en reparacion (tejido de granulacién), sin embargo, esta también puede ser
estimulada por algunos procesos tumorales, este ultimo ocurre con el objetivo de
suministrar la mayor cantidad de oxigeno y nutrientes a las células neoplasicas (Lugano et
al., 2020) y se produce mediante multiples mecanismos inducidos por el tumor, entre los
que se destacan la regulacion de algunos factores angiogénicos (ej. VEGF y FGF) y
factores antiangiogénicos (ej. Disminucion de la produccion de trombospondina) (Newkirk
et al.,, 2017), sin embargo, se han logrado establecer muchos otros mecanismos de
angiogénesis tumoral. Ademas del importante papel que cumple la angiogénesis en el
crecimiento tumoral, también es de vital importancia para la presentacion de metastasis en
los procesos neoplasicos (Newkirk et al., 2017).

La evaluacion de la angiogénesis y MVD ha sido objeto de estudio en multiples tumores
en medicina humana, en el caso de tumores mamarios, se evidencio una relacion de la
MVD con prondéstico y tiempo de sobrevida en mujeres con tumores mamarios de diversos
grados de malignidad (Kraby et al., 2019; Krishnapriya et al., 2019; Uzzan et al., 2004). Asi
mismo, en medicina veterinaria existen reportes y estudios sobre densidad vascular (VD)
en tumores mamarios, en los que también se evidencia relacion de la densidad vascular
con el prondstico, presentacion de metastasis y tiempo de sobrevida (Sakalauskaité et al.,
2022).

De acuerdo con lo expuesto, el fin de este estudio fue de evaluar la expresién de E-
Cadherina y medicién de angiogénesis correlacionandolos con los grados de malignidad y

presencia/ausencia de metastasis en tumores mamarios caninos que fueron remitidos al
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Laboratorio de Patologia de Mamiferos de la Facultad de Medicina Veterinaria de la

Universidad Nacional de Colombia, para diagnostico histopatolégico.

11
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4.Materiales y métodos

4.1 Seleccidon de casos:

Se utilizaron casos que estaban en el archivo de diagnostico del Laboratorio de
Patologia de Mamiferos de Facultad de Medicina Veterinaria y Zootecnia, Universidad
Nacional de Colombia, Sede Bogota; fueron seleccionadas 30 lesiones tumorales
(benignas y malignas), que ingresaron a la rutina diagnéstica entre los afios 2019 y
2023, como criterio de inclusidn se consideraron que cada uno de los casos hubiese
sido remitido con ganglio linfatico regional para la evaluacion de metastasis,
adicionalmente, en cuanto a los tumores malignos (carcinomas), solo fueron incluidos
los tumores simples, es decir, solo mamas con un tipo de proliferacién maligna del
componente epitelial.

4.2 Datos/Informacion:

De cada uno de los casos, se registraron los siguientes datos: especie, raza, sexo,
edad, estado reproductivo, ubicacién y tamafio de la masa, evidencia de posible
macrometastasis por medio de otras pruebas diagndsticas (radiografia/ultrasonografia).

4.3 Histopatologia:

Las laminas provenientes del archivo fueron reevaluadas en microscopico 6ptico (Olimpus)
con el fin de emitir un diagnostico morfologico y grado de neoplasia (en caso de aplicar) y
evaluar los ganglios linfaticos, ademas de los grados y diagndstico del tumor, se tuvieron
en cuenta factores como necrosis, inflamacion y ulceracion, a las cuales les fue atribuida
un numero segun el grado de severidad (0 — 3).

4.4 Clasificacién y grado histolégico:

Para la clasificacién y grado histologico se utilizd la establecida por Goldschmidt et al.,
2011 y Pefa et al., 2013, resumida en la tabla 1.

12
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Tabla 1: Grado histolégico de neoplasias mamarias caninas (Pefia et al., 2013).

Criterios de malignidad en tumores mamarios de caninos

Criterio

Puntuacion

Descripcion

A. Formacion tubular

Formacion de tubulos en >75%

Formacion de tubulos en 10-75%
(moderada formacion de tubular mezclada

con areas solidas)

Formacion de tubulos en (<10%) (minima o

sin formacion tubular)

B. Pleomorfismo nuclear

Nucleo uniforme o regular, y

ocasionalmente nucléolo

Variacion moderada del tamafio y forma
nuclear, nucleo hipercromatico, presencia
de nucléolo (algunos de los cuales pueden

ser prominentes).

Variacién marcada del tamario, nucleo
hipercromatico, a menudo con uno o dos

nucléolos prominentes.

C. Mitosis por 10

campos de alta potencia)

0-9 mitosis/10 campos de alta potencia

10-19 mitosis/10 campos de alta potencia

13
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o (magnificacion de

400x).

=20 mitosis/10 campos de alta potencia

Grado histolégico de malignidad

Puntaje total

Grado de malignidad

3-5 | (Bajo grado)
6-7 [I (Intermedio grado)
8-9 [l (Alto grado)
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4.5 Inmunohistoquimica:

La técnica inmunohistoquimica fue realizada por laboratorios externos (Laboratorio
particular Inmunotech.), como anticuerpos primarios se utilizaron: Anti E-cadherina y Anti
CD31; resumidos en la Tabla 2.

Tabla 2. Anticuerpos primarios utilizados en prueba de inmunohistoquimica para la marcacion
de CD31 (endotelio) y E-cadherina (epitelio).

Anticuerpo Clon Dilucion
Anti- CD31 PECAM-1 1:200
Anti-E-cadherina M168 1:100

4.6 Evaluacion de microvasculatura:

En cada uno de los casos fueron evaluadas las siguientes variables: densidad de
microvasculatura tumoral (DMT), Calibre vascular (CV) y Perimetro total de la
microvasculatura tumoral (PTMT). Para las mediciones se utilizé el Software de libre
acceso QuPath; inicialmente se detectaron los “hot spots” en cada uno de los casos
(en 4x y 10x se detectaron los focos con mayor presencia de vasos sanguineos),
posteriormente se registraron 5 fotomicrografias equivalentes a 5 campos de 40x (1mm?),
posteriormente en el programa QuPath, se contaron el total de vasos por campo de cada
caso.

Los criterios de inclusion fueron, los campos a evaluar debian tener vasos completos,
vasos con marcacion positiva al marcador CD31, aquellos que morfolégicamente eran
compatibles con vasos sanguineos, pese a su positividad leve o negativa al marcador
CD31; en el caso de vasos cortados en dos segmentos se tomaron como vasos
sanguineos distintos.

Densidad microvascular tumoral (DMT): la DMT se realiz6 mediante la evaluacion de 5
campos de alta potencia (40x) aleatorios no superpuestos y mediante un conteo total de
los vasos divido en el numero de campos evaluados (numero de vasos/campo de 400x).
Calibre vascular (CV): el CV fue medido de acuerdo con lo estipulado por Milosevic et al.,
(2023), en el que se consider6 como medida el diametro de Feret, esto con el fin de
disminuir el artefacto de cortes no tangenciales de los vasos sanguineos. Perimetro total
de la microvasculatura tumoral (PTMT): el PTMT fue calculado con la suma del perimetro
de los vasos sanguineos en los 5 campos de alta potencia (40x).

15
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4.7 Evaluacion de E-cadherina:

Por cada caso fueron registradas 10 microfotografias de 10 campos de alto poder (40x)
aleatorios y no superpuestos, cada una de las imagenes fue procesada a través del
Software de acceso libre ImagedJ para el conteo de células con marcacion membranosa
positiva (definidas como una marcacion parda bien definida que delimitaba el
contorno celular), células con marcacion citoplasmatica positiva (definidas como
marcacion granular fina a gruesa dentro del citoplasma de las células neoplasicas) y células
con marcacion negativa, dando como resultado un porcentaje de células positivas
(marcacién membranosa y citoplasmatica) y negativas. Como control positivo se utilizo la
piel y glandula mamaria tomada de una perra sin lesiones mamarias.

4.8 Analisis estadistico:

Para el analisis descriptivo de los 30 casos se realizé un analisis univariado teniendo
en cuenta medidas como media, desviacion estandar, medias y cuartiles; adicionalmente,
fueron empleadas pruebas estadisticas de analisis bivariado como Chi-cuadrado de
Pearson, Chi-cuadrado de McNemar, Test exacto de Fisher y Prueba de Kruskal-
Wallis, para establecer asociaciones estadisticamente significativas entre la variable
dependiente “tipo de neoplasia” (adenoma, carcinoma, hiperplasia) y variables
independientes como estado reproductivo, raza, edad, ubicacion de la masa,
densidad de microvasculatura tumoral (DMT), calibre vascular (CV), perimetro total de
la microvasculatura tumoral (PTMT) y expresion de la E-cadherina.
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5.Resultados

5.1 Caracterizacién de la poblacién

En la tabla 3 se resume el analisis descriptivo de los 30 casos evaluados. No se
encontraron asociaciones estadisticamente significativas entre el tipo de neoplasia y el
estado reproductivo (p=0.09), raza (p=0.209), edad (p=0.3), ubicacion (p=0.586), tamafo
(p=0.601).

Tabla 3. Caracterizacion epidemioldgica de las 30 masas evaluadas.

VARIABLE - %

Beagle 4 13,33
Bobtail 2 6,67
Raza Cocker 1 3,33
French
13 43,33
Poodle
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Jack Russel 2 6,67
Mestiza 7 23,33
Pinscher 1 3,33

Abdominal
9 30
Caudal
Abdominal
1 3,33
Craneal
Ubicacion del | Desconocido 1 3,33
tumor Inguinal 12 40
Toracica
4 13,33
Caudal
Toracica
3 10
Craneal
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>5cm 9 30
Adenoma 5 16,67
Tipo de
Carcinoma 22 73,33
Neoplasia
Hiperplasia 3 10
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5.2 Angiogénesis

En cuanto a los parametros evaluados para la medicion de la angiogénesis no se
encontraron asociaciones estadisticamente significativas entre el tipo de neoplasia y
la densidad de la vasculatura (p=0.6), calibre vascular (p=0.5), perimetro total de la
microvasculatura tumoral (p=0.6). (Figura 1y 2).

Figura 1: Adenoma mamario. Marcacion de endotelio vascular de CD31. 100x.
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Figura 2: Adenoma mamario. Marcacion positiva de endotelio vascular de CD31.
400x.
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5.3 Expresion de E-cadherina:

Se evidencio una asociacion estadisticamente significativa entre el tipo de neoplasia y la
mediana de la expresion de E-Cadherina intracitoplasmatica (p=0.04) (Figura 3.)
evidenciando que los carcinomas tenian una mayor expresion citoplasmatica en
comparacion con las lesiones benignas (adenomas e hiperplasias) (Figura 4.), asi mismo,
se evidencié una asociacion estadisticamente significativa entre el tipo de neoplasia y
la mediana de la expresion total de E-Cadherina (membranosa e intracitoplasmatica)
(p=0.04) (Figura 5.) en este caso la marcacién positiva fue mayor en los adenomas que
en el resto de procesos neoplasicos (Figura 6.), sin embargo, no se evidencidé una
asociacion estadisticamente significativa entre el tipo de neoplasia y la mediana de la
expresion de E-Cadherina membranosa (p=0.3).

Figura 3: Asociacion entre mediana de marcacion citoplasmatica de E-cadherina y
Tipo de neoplasia.
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Figura 4: Marcacion intracitoplasmatica en carcinoma mamario simple grado 3 (patron
solido). 400x.
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Figura 5: Relacion entre mediana de marcacion total de E-cadherina y el tipo de

neoplasia.
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Figura 6: Marcacién membranosa de E-cadherina en hiperplasia mamaria lobular.
400x.
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6.Discusion

En el estudio no se evidenciaron asociaciones significativas en ninguna de las
mediciones de angiogénesis (densidad vascular, calibre vascular y perimetro total de la
microvasculatura tumoral) con algun criterio de malignidad, sin embargo, en multiples
estudios se ha planteado la evaluacion de angiogénesis como valor prondstico y se han
evidenciado asociaciones de estos resultados con diversas caracteristicas de malignidad
en caninos, asi como en humanos (Sennazli, 2015; Sakalauskeité, 2022; Carvalho,
2013; dos Anjos; 2019).

En diversos estudios se ha evidenciado que una mayor densidad vascular esta asociada a
un mayor grado de malignidad de la neoplasia, patrén histoldgico (tumores simples sélido
con una mayor microvasculatura en comparacion a tumores complejos 0 mesenquimales
en glandula mamaria), metastasis a ganglios linfaticos o pulmones (Sennazli, 2015;
Carvalho, 2013; dos Anjos, 2019), segun Sakalauskaité, 2022, el area vascular se asocia
positivamente con el grado histolégico, indice mitético y disminucion en la formacion de
tubulos (lo que puede implicar un mayor grado de malignidad); en contraste, en el mismo
trabajo realizado por Sakalauskaité (2022), no se lograron asociar esas caracteristicas de
malignidad con la medida de densidad microvascular, similar a lo evidenciado en nuestro
estudio.

En la literatura también se ha reportado el caso contrario como lo visto en el trabajo realizado
por Franco et al., (2023) en el que se demostré una mayor densidad microvascular en
tumores malignos de menor grado de malignidad (tubulo-papilar) en correlacion con una
mayor area de luz vascular, asi como mayor marcacién de VEGF-A y BMP2 (Proteinas
morfogenéticas de hueso), mientras que todas estas mediciones fueron menores en tumores
de mayor grado de malignidad (sélido).

Igualmente, en algunos estudios se ha establecido una relacion positiva entre la
densidad microvascular y distintos factores de crecimiento/receptores como EGFR
(Carvalho, 2013), PDGFR (dos Anjos, 2019); y se describe la posible participacion de
otras células que promuevan la angiogénesis como lo reportado por Sakalauskaite (2022),
en el que evidencid una asociacion positiva en el numero total de mastocitos tumorales
y la densidad microvascular. Una de las posibles explicaciones para la negatividad de
nuestros resultados puede ser debido al reducido numero de muestras incluidos en las
mediciones, asi mismo, la poca especificidad especialmente para tejidos caninos del
marcador utilizado para la expresion del marcador CD31; lo cual pudo influir en una baja
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marcacién de vasos sanguineos; de esta manera se recomienda realizar estudios
incluyendo un numero mayor de casos, asi como hacer pruebas de especificidad del
anticuerpo; en nuestro caso debido a limitaciones econdmicas y propias del medio no se
puede acceder a anticuerpos especie especificos.

En diversos trabajos como el realizado por Sleeckx (2014) también plantean la
importancia de hacer la medicion de los diversos parametros de angiogénesis
sumado a la medicidbn de caracteristicas de proliferacion celular de las células
endoteliales mediante la utilizacion de marcadores de proliferaciéon como Ki-67; ademas,
en su trabajo mostraron que hay diferencias de estos parametros en los vasos sanguineos
intratumorales y peritumorales, estas mediciones pueden llegar a aplicarse en futuros
estudios porque se conoce que tejidos adyacentes a los tumores estan expuestos a
diversos agentes angiogénicos y contribuyen al ambiente tumoral.

En cuanto a la evaluacion de expresion de la E-Cadherina, en este estudio se
evidenciaron asociaciones positivas entre el tipo de neoplasia (adenoma, carcinoma,
hiperplasia) y la disminucion de expresién de E-Cadherina, este resultado es similar a
evidenciados en la literatura donde se describe una disminucion de la expresion de E-
Cadherina en comparacion con tejido mamario sano y el grado histolégico, patrén
histolégico (menor expresion en patrones solidos), comportamiento invasivo, indice
mitético, metastasis a ganglio linfatico, tamafio del tumor, ulceracién, menor tiempo de
sobrevida y tiempo libre de enfermedad (Sarli, et al. 2004; Matos, et al. 2006; Gama, et al.
2008; Li, et al. 2017).

Ademas, en la literatura se da cierta relevancia a los patrones de marcacién de E-
Cadherina, siendo la membranosa (considerada normal) y wuna atipica
intracitoplasmatica; en algunos estudios se reporta que este cambio de expresién en las
células neoplasicas posee una asociacion positiva con respecto al grado de malignidad y
patron histologico en los tumores mamarios (Sarli, et al. 2004); este cambio de la
expresion membranosa a citoplasmatica se puede deber a una falla en latraslocacién
de la proteina hacia la membrana celular, lo que se asocia con una disminucion en su
funcién a la hora de mantener las uniones intercelulares (Sarli, et al. 2004).

En este estudio evidenciamos que algunos casos (7/30) tenian un predominio de la
marcacion intracitoplasmatica (por encima del 50% de las células) y entre estos la mayoria
eran tumores de grado 2 y grado 3 (5/7), con una ligera tendencia de esta marcacién
atipica con el grado de malignidad de los tumores, similar a lo reportado por la literatura.
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El papel de la expresion de E-Cadherina en el desarrollo de metastasis es controversial
debido a que en algunos estudios se describe que una disminucion en la expresion o
funcionalidad de esta proteina se asocia con el transito epitelio-mesenquimal, lo que le
confiere la capacidad a las células neoplasicas de invadir los tejidos y hacer metastasis
(Sarli, et al. 2004; Matos, et al. 2006; Gama, et al. 2008; Li, et al. 2017); sin embargo,
en algunos tumores incluyendo los mamarios en mujeres, han mostrado que algunos
focos metastasicos (principalmente, pulmonares) muestran una conservacion de la
marcacion membranosa, este comportamiento puede estar asociado a un transito
mesenquimal-epitelial en el que las células neoplasicas deben volver a adquirir
caracteristicas propias de los epitelios para favorecer los procesos de colonizacion en estos
focos metastasicos (Li, et al. 2017; Na, et al. 2020).

En nuestro estudio se logré establecer una asociacion estadisticamente significativa entre
el tipo de tumor y la expresion de E-cadherina, en la que los tumores malignos poseian una
menor expresion de E-cadherina en comparacion con las lesiones benignas (adenoma,
hiperplasia), mostrando un papel importante en el transito epitelial-mesenquimal de los
tumores malignos favoreciendo la capacidad invasiva de estos, adicionalmente, algunos
de los tumores de mas alto grado (grado 3) mostraron una expresion aberrante
(intracitoplasmatica) de la E-cadherina, esta se asocia a que este grado de tumores suelen
representar a los tumores con patrones histologicos como el solido, en el que se pierde
esa formacion tubular clasica del tejido mamario, caracteristica que suele estar
comandada por la funcién de union intercelular de la E-cadherina cuando es expresada
en la membrana celular.

26



Evaluacioén de la expresion de E-Cadherina y la densidad microvascular en tumores

mamarios caninos y su relacion con el grado de malignidad

7.Conclusion

La evaluacion de diferentes marcadores (como E-Cadherina) en los tumores mamarios
pueden ser utiles para fortalecer las herramientas diagndsticas en la histopatologia
y hacer una mejor aproximacion al prondstico de los pacientes; ademas, este tipo de
estudios debe considerar un mayor numero de variables que incluya entre otras la
expresion marcadores como VEGF, PDGF y sus receptores, receptor de estrogenos (ER),
receptor de progesterona (PR), evaluacion de indice mitético mediante la realizaciéon de
marcaciones como Ki-67; todo esto sumado a la elaboracién de trabajos de caracter
prospectivo con seguimiento de pacientes para permitir hacer asociaciones mas precisas
de la caracterizacion de los tumores y su comportamiento bioldgico.
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