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I. Titulo

“HIF 1-alfa, angiogénesis en carcinoma de células escamosas y mastocitoma en pequefias especies,

inmunohistoquimica, microarreglos de tejidos y analisis automatizado de imagenes”

Il. Resumen

La angiogénesis es necesaria en la generacién de un tumor, mantiene el crecimiento, progresion en los cambios
y diseminaciéon del tumor. EI microambiente rodeando estas células anormales favorece el suministro de
factores de crecimiento, mitogénicos y de transcripcién, asi el potencial de desarrollo celular puede ser
alcanzado eficientemente. Se ha demostrado que la participacion de factores como HIF1-a (Hypoxia Inducible
Factor 1-alpha) y VEGF (Vascular Endothelial Growth Factor) en diversos tumores animales y humanos es un
marcador de agresividad, baja respuesta al tratamiento y mal prondstico junto con otros biomarcadores como
Ki67 o PCNA (Proliferating Cell Nuclear Antigen) como determinantes en el proceso tumoral. En el estudio se
obtuvieron muestras de 48 pacientes (100%) de estas 19 pacientes con Carcinoma de Células Escamosas
(CCE) 68.5% (13/19) fueron perros y 31.5 % (6/19) eran gatos y en el caso de Mastocitoma el total fueron 29
pacientes 60.4% (29/48) todos perros. El total de gatos en el estudio fueron el 12.5% (6/48). Las mayores
expresiones se presentaron con HIF1-a membranal y CD117 membranal en todos los tumores. Entre las
asociaciones mas fuertes se mantuvieron los mismos marcadores en ambos tumores. Las expresiones ademas
fueron incrementandose conforme aumentaba la relacion al grado histopatoldgico, asociandose a que la
actividad celular y al efecto hipdxico se incrementan conforme el tumor progresa. Se encontré marcaje de HIF-
1a a nivel membranal en ambos tumores en las dos especies, estos cambios en la localizacién de la expresion
son observados cuando las proteinas han sufrido modificaciones subcelulares, donde esta ubicaciones atipicas
son consideradas cambios indicativos de enfermedades como el cancer.

Palabras Clave (HIF1-a, Mastocitoma, Carcinoma de células de escamosas, Angiogénesis)

lll. Abstract

Angiogenesis is fundamental in tumor formation, it keeps growth, progression and tumor dissemination. The
microenviroment surrounding these abnormal cells, improves the arrival of growth, mitogenic and transcriptional
factors, making that this cells growth potential is achieved efficiently. Factors that influence those changes like
HIF1-a and VEGF are seen in different animal and human tumors, and are indicators of aggressiveness, low
treatment responses, and worse prognosis, in combination with other biomarkers like Ki67 or PCNA are
determinants in tumor progression. This study included samples of 48 patients (100% 48/48), of them 19 were
Squamous Cell Carcinoma patients, 68.5% (13/19) were dogs and six of them cats (31.5%) (6/19) the rest and
29 Mast Cell tumor patients 60.4% (29/48), dogs all of them. The total number of cats in the study was 12.5%
(6/48). The highest visible expressions were seen in HIF1a membrane and CD117 membrane biomarkers in all

tumors. The strongest associations occurred between those biomarkers also in both tumors. The expressions
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kept increasing related to the histopathological grades. The HIF-1a membrane expression was found in both
tumors and species, those abnormal localization in the expression are noted when the proteins suffer changes at
subcellular level, and the atypical localization are consider marks of diseases like cancer.

Keywords (HIF1-a , Mast Cell tumor, Squamous cell carcinoma, Angiogenesis)



Il. Introduccién

Justificacion

La importancia del cancer en mascotas es reconocida, estudios indican prevalencias hasta de 1 de cada 4
perros y 1 de cada 6 gatos que desarrollaran cancer en el largo de su vida, y aproximadamente un 50% de los
pacientes de mas de 10 afios que moriran de trastornos asociados a este padecimiento (Camilla Kidd, 2008). El
mastocitoma y el carcinoma de células escamosas son tumores con alta prevalencia entre perros y gatos, con
efectos severos en la salud donde los diagnésticos oportunos podran proveer mejores prondsticos y atencion.
(3,4). La regulacion de la angiogénesis es la llave para la subsistencia celular tumoral, la hipoxia es frecuente en
tumores sélidos con participacion de factores como HIF1-a que modifica mecanismos celulares como secrecion
de citocinas alterando la apoptosis en células endoteliales (Moeller, 2004), el tratamiento directo contra HIF1-a
se investiga actualmente y diferentes estudios lo han reconocido como un factor que participa en crecimiento
tumoral, angiogénesis, invasion y metastasis tumoral (Georgina N. Masoud, Wei Li, 2015), la metastasis es un
factor para morbilidades y mortalidades en el orden del 90% de los tumores en humanos (Xiangming Guan,
2015). La hipoxia permite el desarrollo de resistencia al tratamiento antineoplasico ya que estos cambios
hipéxicos provocan resistencia a la radiacion ionizante al dificultar una adecuada peroxidacion del DNA, ante un
ambiente acido se propaga un fenotipo celular agresivo propenso a la angiogénesis, invasion y metastasis,
mediado por factores como HIF1-a y este a su vez es un factor de transcripcion para otros genes como VEGF
(27). En los tumores la secrecion y produccion de VEGF-A se puede generar de manera excesiva en las células
endoteliales con un crecimiento vascular en tipo de brote, por lo que la vasculatura desarrollada se esparce con
un crecimiento en punta y de manera descontrolada, ésta presencia de VEGF se asocia de igual manera a
pobre respuesta a tratamientos y mayor riesgo a metastasis. En el caso de c-kit, se han encontrado cambios en
la expresion y alteracion del receptor de tirosin kinasa c-kit asociandose estos en casos mas indiferenciados a
metastasis en diferentes tumores con rangos desde un 55 a 96%, e iniciandose una invasion local y a
linfonodos regionales y posteriormente hacia bazo e higado. La proliferacién de las células tumorales se ha
estudiado con el biomarcador Ki67 que al estar expresado en rangos de 15 a 30% logra evidenciar un factor
desfavorable en tumores en animales y humanos. La hipoxia en tumores como el CCE en humanos, esta
asociada a pobre prondstico (Chou, et al 2004), el estudio de vias que afectan esta condicion y su tratamiento
ha ido en aumento en tumores en medicina para humanos, razén por lo cual es importante conocer su

comportamiento en tumores de perros y gatos, donde lo efectos tumorales pueden llegar a ser devastadores.



Objetivo

Evaluar la expresion de HIF-1a en carcinoma de células escamosas y en mastocitoma, y su participacion en la
angiogénesis a través de estudios de inmunohistoquimica, mediante microarreglo de tejidos y el andlisis
automatizado de imagenes, en biopsias de perros y gatos remitidas a la USEDICO, CEIEPAA de la FMVZ,
UNAM, en el periodo comprendido de 2008 al 2016 .

Objetivos especificos

1. Detectar mediante inmunohistoquimica la expresion de HIF-1a, Ki67, VEGF y CD117 en Mastocitoma
canino.

2. Detectar mediante inmunohistoquimica la expresion de HIF-1a, Ki67, VEGF en Carcinoma de Células
Escamosas de piel de perros y gatos.

3. Evaluar mediante analisis automatizado de imagenes la expresién de HIF-1a y VEGF en la participacion
de hipoxia y angiogénesis en en Mastocitoma canino y Carcinoma de Células Escamosas de piel de
perros y gatos.

4. Evaluar mediante andlisis automatizado de imagenes la expresién de Ki67 y CD117 como actividad

celular en Mastocitoma y Carcinoma de Células Escamosas de piel en perros y gatos.

Hipétesis
La expresion de los biomarcadores de angiogénesis HIF 1-a y VEGF estan asociadas a un microambiente

tumoral con mayor actividad de células neoplasicas indicadas mediante Ki67 y CD117 en Carcinoma de

Células Escamosas y Mastocitoma de piel en perros y gatos.



Antecedentes

Se estima que un 25% de los casos en la clinica en pequefias especies involucran a enfermedades
dermatolégicas, siendo los tumores una afeccion relevante, (Hill PB, et al 2006, Javad Khoshnegah, 2013)
(Cuadro 1 Enfermedades). Del total de tumores cutaneos, el mastocitoma presenta una frecuencia entre 7 a
21% en caninos (Bostock, 1986, Rothwell, 1987) y en un estudio en gatos lo ubicaron en 21% (Miller M.A. 1991)
y otros autores entre 2 y 15 % (Buerger 1987, Molander-MacCray et al 1988), y el carcinoma de células
escamosas un 15- 49% (Burrows et al. 1994, Goldschmidt, 1992, Miller et al. 1991) en felinos y un 5-20% en
caninos (Bevier y Goldschmidt, 1981, Goldschmidt y Shofer, 1992) o en 15 % (Miller et al, 1991). Estos tumores
presentan procesos inflamatorios activos y angiogénesis. (1,2,3,32,33) La angiogénesis es un paso fundamental
en la generaciéon de un tumor; y consiste en la formacién de nuevos vasos sanguineos a partir del endotelio
existente, de esta manera es posible que mantenga un crecimiento, una progresion en los cambios en la
vasculatura con desarrollo de nuevos vasos y crecimiento de los vasos existentes y la posibilidad de
diseminacién. El microambiente que rodea a este conjunto de células anormales favorece el suministro de
factores de crecimiento, factores mitogénicos y de transcripcién, con lo cual el potencial de desarrollo de este
tipo de células puede ser alcanzado de una manera mas eficiente al promover el movimiento por el ciclo celular,
tales como la familia de los mitogen-activated protein kinase (MAPK) regulando a factores como Elk-1, jun, fos o
la fosforilacion de la proteina Rb (retinoblastoma) y factores de crecimiento que activan vias del mammalian
target of rapamycin (mTor), auxiliando en la regulacién del crecimiento celular, proliferacion, supervivencia, etc.
(Fingar D, 2004) Los tumores sdlidos presentan areas dentro de su tejido tumoral, zonas que fluctian con
periodos de ausencia de oxigeno sea por hipoxia aguda o por hipoxia por perfusiéon limitada, modificando su

metabolismo energético y la estimulacién de factores de transcripcion como HIF-1a (33-47)

La Piel y sus Caracteristicas

La piel es el 6rgano mas grande del cuerpo y posee multiples funciones, es la primer barrera del cuerpo, donde
el estrato coérneo, aporta defensa directa contra lesiones fisicas, desecacion e infecciones y junto con los demas
estratos estan involucradas funciones de inmunorregulacion, recepcién sensorial, con la grasa subcutanea de
termorregulacion, entre otras. Esencialmente la piel de los animales es un tejido viscoelastico no homogéneo

con caracteristicas mixtas de fluido viscoso y solido elastico. (2,3,8)

Las capas de la piel incluyen el epitelio estratificado o epidermis y un tejido conectivo dérmico mas profundo o
corium. La epidermis es de origen ectodérmico, mientras la dermis proviene del mesénquima que se origina del
mesodermo. La epidermis presenta una alta actividad mitética asociada debida a esta gran diversidad de
funciones, la zona de la epidermis se conforma de tres grandes capas, siendo la mas profunda el estrato

cilindrico o stratum basale, después el estrato espinoso o stratum malpighii formando estas dos primeras el
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stratum germinale y finalmente el estrato corneo. Los melanocitos se ubican en el estrato cilindrico y en la parte
mas profunda del estrato espinoso. La epidermis es generalmente mas gruesa en areas que no presentan una
gran cantidad de pelo. La dermis o corium esta compuesta de fibras de colageno, reticulares y elasticas que
estan dentro de una substancia de mucopolisacaridos compuesta de acido hialurénico y acido de condroitin
sulfato, representando aproximadamente un 90% de la dermis. Los fibroblastos, macréfagos, células
plasmaticas y mastocitos estan distribuidos por toda la dermis, teniendo mayor proporcién en la zona mas
superficial. La dermis en el perro y gato se subdivide en el estrato papilar superficial y en el estrato reticular
profundo. La hipodermis o subcutis esta asociado a la dermis y se compone basicamente de grasa con fibras de
colageno trabecular y fibras elasticas y se involucra con el correcto funcionamiento de la piel. Se divide en el

estrato adiposo subcutaneo y el estrato fibroso subcutaneo profundo. (2,3,6,8) (Esquema 1 Capas de la Piel)

En los estratos de la piel tenemos que considerar a los componentes involucrados, denominados en su conjunto
anexos cutaneos dentro los cuales estan los foliculos pilosos, las glandulas sudoriparas y las glandulas
sebaceas. Otras estructuras glandulares cutaneas incluyen las glandulas mamarias, las glandulas del dorso de
la cola, los sacos anales, las glandulas circumanales, todas de origen ectodérmico. Debido a sus caracteristicas
de funcién y a su gran diversidad celular, muchos estimulos contribuyen a la alteracion de los diferentes estratos
y tipos celulares, desde la radiacion UV, desequilibrios nutricionales y hormonales, reacciones de indole
inmunomediado y muchas otras, por lo cual la diversidad de patologias que podemos llegar a encontrar es
amplia y se establece un conflicto en el momento de ofrecer un diagndstico preciso con un Unico método. La
piel es un tejido que presenta caracteristicas muy especiales como la formacion de cubiertas cornificadas en la
etapa final de la diferenciacién de queratinocitos, los cambios permiten que se vuelvan mas permeables a iones
como Ca++ que cataliza por transglutaminasas la formaciéon de la cubierta en el queratinocito. Sucede una
actividad particular donde la via de las caspasas que regula la muerte celular es la encargada del proceso de
diferenciacion, siendo la caspasa 14 la proteina encargada de que los queratinocitos embrionarios sean
modificados y posteriormente llevados de la etapa de proliferaciéon hasta la diferenciacion final, considerandose
un fenémeno similar a la apoptosis pero que en terminaran en la cornificacion de los queratinocitos. En si las

caspasas apoptoéticas 3, 6 y 7 no se consideran activas en la cornificacion de los queratinocitos. (24,25)

La piel se considera un tejido expuesto a minima concentracién de oxigeno, siendo la epidermis un
compartimento avascular con una dermis vascularizada, pero considerandose en un estado de adormecimiento
(Detmar 1996) con la capacidad de iniciar una neovascularizacion transitoria ante estimulos epiteliales ya sea
patégenos o lesiones como heridas, este microambiente facilita respuestas angiogénicas en respuestas
inflamatorias, que provee mayor flujo de sangre, permeabilidad vascular y extravasacién de células como
leucocitos, macrofagos y mastocitos que son productores de citocinas y participan por ejemplo en el proceso de

angiogénesis al proveer de esta forma factores de crecimiento y ademas la modificacion extracelular por
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protedlisis localizada (Roitt et al., 1988). La neovascularizacion requiere de factores de crecimiento y ademas
la modificacion extracelular por protedlisis donde los mastocitos ayudan como uno de los principales auxiliares
angiogénicos. (3,8,9) Estos mastocitos por ser células inflamatorias juegan un papel preponderante en el
mantenimiento de la reparacién y ante ciertos estimulos anémalos mantienen un efecto proactivo. Los
mastocitos al activarse en la inflamacion aguda liberan y generan mediadores de inflamacion tales como
heparina, heparinasa, histamina (Yong, 1997). Ademas se ha demostrado que existe una correlacién entre la
densidad de mastocitos en el tejido conectivo y la presencia de vasos sanguineos (Eady et al. 1979). La
activacion y degranulacién en el tejido conectivo se asocia a su degradacién alrededor de sitios

neovascularizados (Dabbous et al. 1986).

Acercamiento Diagnéstico a Problemas Dermatolégicos Neoplasicos

El diagndstico dermatolégico se basa en citologia, aspiracién con aguja fina, impresién directa, tinciones,
raspados, lampara de Wood, cultivo, tricogramas, pruebas serolégicas y biopsias. Las indicaciones para biopsia
incluyen lesiones inusuales, no responsivas a tratamientos, resultados de estudios poco especificos o nulos,

confirmacion histopatolégica para realizar tratamientos y para descartar otros diagnoésticos.(8,20)

El diagndstico de tumores por histopatologia se basa en las caracteristicas morfoldgicas de los tejidos y células.
La mayoria de los tumores son clasificados mediante tinciones histoldgicas de rutina aplicados a corte de tejidos
fiiados en formalina e incluidos en parafina que pueden ser usados después para otras técnicas como el
microarreglo de tejidos (Figura 1). Un alto porcentaje de biopsias pueden ser diagnosticadas via tinciones como
hematoxilina-eosina. Ziehl-Neelsen, PAS, tricromica de Masson, etc. En el 10% restante para poder identificar
tumores de dificil clasificacion, anaplasicos, pleomorfos, de células pequefias, carcinomas indiferenciados o
metéastasis de origen incierto, se requiere el uso de inmunohistoquimica, microscopia electrénica, citometria de

flujo u otras técnicas moleculares y tinciones. (7,8,9,10)

Existen técnicas para el manejo de las muestras donde puede haber ya sea multiples muestras o multiples
reactivos a aplicar, como el arreglo de tejidos o el microarreglo de tejidos (TAMs) en parafina. (Figura 2). Esta
modalidad es de uso reciente en la patologia, naciendo de la necesidad de los investigadores a técnicas
moleculares que les permitiera mas eficientemente la examinacién en la expresion génica. De esta manera se
pueden posteriormente realizar analisis a mayor escala con alguna de las técnicas como inmunohistoquimica
(IHQ) o hibridacion in situ (FISH) entre otras, con mejor costo-beneficio y mas rapido. (Figuras 3 y 4). En los
microarreglos de tejido (TAM) se recolocan muestras bioldgicas desde un bloque de parafina donante de un
area previamente seleccionada obteniéndose pequefias muestras histoldgicas cilindricas de tejidos especiales

o tumores, estas son colocadas en un nuevo bloque y son desparafinadas y reparafinadas para que estén
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todas ellas en un mismo recipiente manteniéndose un patron de coordenadas para la correcta ubicacion

posterior. (Figuras 5 y 6).

La cantidad de muestras que pueden ser colocadas varia dependiendo el instrumento que se utilice para su
colecta como un sacabocado dermatoldgico donde se obtienen muestras de de 1 a 4 mm o pudiendo ser tan
pequefios con 0.6 mm de diametro con lo cual se obtienen 0.282 m? de area a examinar o dos a tres campos

de vision de poder, de esta manera pueden colocarse hasta 600 muestras por bloque.

Ente las ventajas mas destacadas se tiene el uso ampliado de un recursos limitado, el analisis simultaneo de un
numero grande de muestras, posibilidad de uniformidad experimental ante las variabilidades que se puedan
presentar en las técnicas aplicadas a las muestras, disminuye el volumen de la zona muestral y con ello el costo
y tiempo, evita la destruccion de los bloques originales para su utilizacion posterior y aunque no esta exenta de
algunas desventajas como la posibilidad de afectar la representatividad de los resultados, estos se corrigen al
efectuar una correcta valoracion y seleccién previa de las zonas a muestrear y en diferentes estudios se ha
podido demostrar que con la correcta adquisicion de las muestras esta técnica sigue siendo representativa
cuando se compara con biopsias completas (Parker RL, et al. 2002, Camp RL 2000, Nocito A. et al. 2001)
(73,74) (Figuras 3y 4)

El analisis de los arreglos o microarreglos de tejidos (TAM) es implementado por el uso de programas y equipos
que utilizan algun sistema automatizado para la identificacion y estandarizacion como por ejemplo
Hamamatsu®, Olympa®, Omnyx®, Aperio ImageScope®, o DigiPath®, estos programas nos permiten tener
una microscopia virtual que busca emular la iluminacion convencional a través de programas computacionales,
y es llevado a cabo a través de dos procesos, el primero utiliza un escaner para digitalizar las imagenes de las
laminillas tradicionales, obteniendo entonces una nueva laminilla digital donde posteriormente se procesan
como segundo paso estas imagenes con algun programa para ver o analizar dichos archivos. Para los analisis
se utilizan algoritmos sobre las imagenes previamente digitalizadas para tratar de identificar cuanto marcaje
existe, donde esta ese marcaje y cuantas estructuras estan siendo marcadas o cual es la diferencia entre la
cantidad de marcaje entre las diferentes estructuras celulares. La revision de las laminillas puede observarse
desde los 2x, 4x, 20x, 40x y por ejemplo en equipos como el Aperio ImageScope® hasta 63x. (Navid Farahani,
et al. 2015) (Figuras 6y 7)

Desarrollo Celular y su Modificacion Tumoral

El desarrollo de la piel y otros tejidos se forman a través de una maduracién celular donde se involucran la
division celular, la proliferacion y la diferenciacion bajo un estricto control donde debe existir un balance entre
muerte y division, si esta homeostasis se pierde pueden darse mecanismos de proliferacién descontrolada o

fallas en la muerte celular. Las células tienen un determinado lapso de vida dependiendo del tejido, por lo cual la
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reproduccién celular es necesaria para mantener un individuo sano; los mecanismos que rigen el proceso
secuencial son la mitosis (nucleo) y la citoquinesis (citoplasma), encargadas de mantener a las células
somaticas en control. Estas secuencias dentro de la division celular varian dependiendo del tipo celular
(proliferativas o no proliferativas). Hay cuatro fases de la division celular, G1 (Activacién mitogénica), S (sintesis
DNA), G2 y M (mitosis), se considera a una mas llamada GO o arresto del ciclo, donde se encuentran la mayoria
de las células de un organismo. La interfase o la parte de la duplicacién del material genético involucra a G1,G2
y S. Dentro de estos procesos ciertas proteinas llamadas ciclinas y otras cinasas ciclino dependientes o CDK
(cyclin-dependent kinases) que regulan una serie de puntos de control criticos que median sefales mitogénicas

o inhibitorias para que el ciclo pueda ser completado o sea interrumpido.(3,4)

Los tejidos formados por division celular, proliferaciéon y diferenciacion ante estimulos nocivos epigenéticos o
genéticos, donde se conoce a los epigenéticos como los que modifican la expresiéon de los genes sin afectar la
secuencia de DNA lo cual provoca una alteracion fenotipica como sucede en la depleciéon de oxigeno, o los
estimulos genéticos como los que si alteran la secuencia del DNA, sin embargo, en ambos casos se podra
iniciar una via de control de estos dafios como la apoptosis o arresto del ciclo de division celular siempre y
cuando los puntos de control estén funcionales. Ante ciertos estimulos cuando no es posible la reparacién
celular entraran en apoptosis 0 mecanismos de muerte celular controlada por lo que se genera una reduccion
de la célula y el nucleo, y posteriormente la fragmentacion y fagocitosis, donde la muerte celular presenta la

diferencia en la necrosis en la cual se genera una lisis y edematizacion celular.(3,4,5)

De manera normal los mecanismos de los puntos de control en cada parte del ciclo reconocen y reaccionan a
estimulos anormales, en G1 responderan al dafio al DNA, en S monitorean la calidad de la replicacién y el dafio
al DNAy en la G2/M verifican el estado de las fibras. Si existe falla en alguno de los puntos de control del ciclo
celular se provocara la proliferacién descontrolada o la ausencia de muerte celular, creandose estos fenotipos
aberrantes o neoplasicos.(3,4,5) . Entre estos mecanismos se encuentran varias proteinas involucradas en
alguna parte del ciclo, por ejemplo la p53 que es considerada un controlador o guardian de la estabilidad
genomica y se reconoce como gen supresor tumoral, presentandose como regulador de la transcripcion de
genes que coordinan la actividad de arresto en etapa G1, reparacién del DNA y apoptosis (Jacks y Weinberg,
1996).

Caracteristicas de la Tumorogénesis
Habilidades de las Células Neoplasicas

Existen varios pasos en este proceso del desarrollo de un tumor o tumorogénesis, y es que al tener un
crecimiento multietapa en la formacion del tejido a través de cambios en las lineas celulares, es necesario sean

sobrepasadas las barreras naturales, se presume que en las alteraciones genotipicas suceden al menos diez
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cambios en la fisiologia celular que indican un crecimiento con propension a la malignidad, estas alteraciones
son habilidades del tejido neoplasico que modifican el entorno y a si mismo para lograr su ventaja en el tejido
inicial y promueven su continuidad, e incluyen al crecimiento autosuficiente, a la falta de reactividad a sefales
de inhibicién del crecimiento, a la evasién de la apoptosis, al potencial de replicacion ilimitada, a la angiogénesis
sostenida, a la metastasis e invasion, a la inestabilidad gendmica, a la inflamacién promovida por el tejido
neoplasico, a la alteracién en su metabolismo energético y a la evasién del sistema inmune. Todo esto impide

una homeostasis en el ciclo celular.(4,5,6,7,8,9)

Muchos de estos procesos ocurren de manera sostenida y simultanea activando varias vias o patrones de
informaciéon que confluyen en la célula y el entorno. Podria definirse al cdncer como una serie de cambios
fenotipicos por eventos genéticos y epigenéticos a través del tiempo. Si bien no existe una definicion absoluta
del término cancer, se considera que los tumores contienen tejidos neoplasicos formados de células con
crecimiento aberrante y fuera de control que generan entonces ese tejido tumoral. Este proceso anormal

mantiene la proliferacion y crecimiento celular. (8)

Diferencia de Tumores Benignos y Malignos

Los tumores se pueden clasificar como benignos cuando crecen en cualquier tejido de forma local, generando
presion, obstruccién invasion de espacio, pero sin presentar un crecimiento a distancia o metastasis, aunque
esto siempre debe considerarse con reservas y dependiente de la localizacion. In situ, que son de origen
epitelial, donde histolégicamente la lesion contiene células neoplasicas, pero que no invaden la membrana
basal o el tejido de soporte mesenquimal. Los tumores malignos a su vez no solo presentan invasion del area
local, sino que contienen mecanismos que les permiten la diseminacion a distancia del area primaria o
metastasis, donde al llegar a estos nuevos lugares, invadiran y proliferaran en los tejidos alcanzados (3,4,5). Es
mas frecuente observar que los tumores malignos presentan cambios con la tendencia a tener reacciones
mucho mas severas con procesos inflamatorios persistentes que alteran de forma importante su entorno y
principalmente el microambiente tumoral y ademas suelen generar un efecto de angiogénesis mas intenso.
(32,33)

Gradacion y Etapa de los Tumores en General

En el proceso de la especificacion de los tumores, se debe establecer un criterio para determinar el avance
del tumor dentro del organismo y con ello ubicar la fase que se trate tanto local como de forma sistémica. Esta
gradacion se va realizando desde diferentes perspectivas iniciando con el patdlogo que dara el grado segun las
caracteristicas que contenga las células y la arquitectura del tejido, en la biopsia se determinara la actividad

mitética, esta puede ser revisada via cuenta de mitosis total o por indices mitéticos la cual se realiza de manera
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sistematica contabilizando las mitosis en 10 campos en un objetivo de 40x, la ultima es la mas aceptada como
conteo real, sin embargo estos conteos varian dependiendo las area del tumor seleccionadas, si existe necrosis
en la zona y el grado de inflamacion asociada. Por otro lado se describen los patrones de crecimiento y el grado

de invasion del tejido neoplasico en su entorno. (4,8,29)

Las células encontradas en el tejido cambian dependiendo de estos factores, por lo cual la variabilidad celular
genera que entre los patélogos se tengan diferentes aproximaciones y clasificaciones en los diferentes tumores.
Unas graduaciones cuantifican segun la descripcion celular que puede ir desde baja, mediana o alta, algunos
otros establecen ecuaciones de los cambios encontrados que sean relevantes para obtener algun valor
numérico y den un grado. El propdsito de todas, es poder ofrecer datos que establezcan la probabilidad de que
la neoplasia sea de tipo agresivo, con mayor o menor posibilidad de invasion local o a distancia. La descripcion
del entorno también ofrece detalles que permiten plantear el mejor acercamiento clinico a cada paciente. Una
vez determinado el tipo de tumor y sus caracteristicas, es momento de establecer la etapa clinico bioldgica en
que se encuentra la relacién tumor-paciente, donde se identifica la localizacion, el tamafio y la implicacion
linfatica. (4,29)

Las neoplasias son consideradas procesos con cambios constantes, con los métodos de gradacion como
determinaciones en un punto especifico de la o las patologias, ademas hay que tomar en cuenta que los
cambios observados estan sujetos a la idiosincrasia del paciente y el momento individual de la o las patologias,
es por ello importante interpretar el progreso de la enfermedad de forma subjetiva al estar sujeta a la
observacion del segmento o segmentos del tumor que fueron previamente seleccionados para dichos estudios,
agregando un paso previo el cual es la seleccion de la zona de la recolecta en el paciente, y ello aumenta la
variabilidad de los resultados, estos factores pueden tener un impacto negativo si no fueron utilizadas las zonas
mas representativas. De alguna manera la especificacion del grado y etapa funcionan como un determinante del
comportamiento predictivo del tumor y las diversas clasificaciones deben utilizarse acorde a cada estirpe del

tumor, especie y raza. (3,4,5)

Angiogénesis Como Habilidad Adquirida del Tumor

La angiogénesis es un paso fundamental en la generacién de un tumor, y consiste en la formacién de nuevos
vasos sanguineos a partir del endotelio existente, de esta manera es posible que mantenga un crecimiento, una
progresion en los cambios dentro de la zona tumoral con mejora en la irrigacién para la masa tumoral por
mayor vasculatura en su entorno y dentro de la misma, también con ello aumenta la posibilidad de diseminacion
posterior. EI microambiente que rodea a este conjunto de células anormales favorece el suministro de factores
de crecimiento, factores mitogénicos y de transcripcidn, con lo cual el potencial de desarrollo de este tipo de

células puede ser alcanzado de una manera mas eficiente. Los tumores sdlidos mantienen zonas con
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depravacion de oxigeno, provocadas por hipoxia aguda o por perfusion limitada, alteraciones que requieren una
modificacién en su metabolismo energético y la subsecuente estimulacion de factores de transcripcidon como
HIF-1. (33-47) Es ademas un proceso coordinado por una expresion génica alta donde el factor HIF-1a
reacciona como iniciador ante poco oxigeno, influenciada por células inflamatorias, como los mastocitos que
influyen en el tumor y vasos sanguineos, asi como los elementos de respuesta a hipoxia de las células
endoteliales, su arreglo y neovascularizacién, a través de la generacion de VEGF. Estos cambios permiten el
mantenimiento de un tumor al estar intimamente relacionado con su capacidad de sobrevivencia y crecimiento a
través de estos procesos y su posible metastasis, al influir en el metabolismo celular. (Hyun-Ja Jeong, Hyun-A
Oh, Sun-Young Nam, 2012) (39,42,47)

Se sabe que es un proceso regulado por un variedad de estimulos con efectos tanto estimulante como
inhibitorios. Los estimulantes son amplios y se identifican ciertos atributos entre los que destacan los efectos
especificos en las células endoteliales, la presencia de receptores en células endoteliales y la neutralizacion de
factores inhibitorios de angiogénesis (Grunstein et al., 1999; McMahon2000; Sobczynska-Rak 2012). De
manera fisioldgica es un proceso necesario que sucede continuamente como es en el caso de la cicatrizacion,
donde las sefales proangiogénicas pueden regularse, estos activadores de angiogénesis almacenados son
liberados por degranulacion o por células inflamatorias de tal forma que se evita la necesidad de induccion de

genes transcriptacionales, proceso que se altera en la transformacion neoplasica. (48,49)

Los Tumores Sélidos e Hipoxia

Los tumores sdlidos ante el fendmeno de crecimiento y desarrollo provocan que ciertos sectores dentro del
mismo disminuya el oxigeno por periodos largos, ésta hipoxia tisular puede iniciar en rangos desde 0 % hasta
un 19% siendo mas intenso cuando los valores quedan menores al 1-2% (Jiang et al. 1996, Berra 2003), esto
sucede gracias a que en la mayoria de las masas tumorales se puede presentar que la angiogénesis en estos
tumores sea de forma aberrante por la pobre aportacién arteriolar, por la baja densidad de vasos sanguineos y
por la ineficiente orientaciéon de los microvasos, lo cual provoca que se modifique su metabolismo energético y
genere la estimulacion de factores de transcripciéon como lo es el HIF-1a, que es capaz de coordinar la
expresion génica y funcionar como un iniciador ante la respuesta a un ambiente pobre en oxigeno, facilitando la
generacion de moléculas para el desarrollo del tumor, vasos sanguineos, asi como los elementos de
respuesta a hipoxia de las células endoteliales, donde el arreglo vascular y neovascularizacién se lleva a cabo
por la generaciéon de VEGF. Sin embargo esta reoxigenacion en las células neoplasicas tras la activacion de la
angiogénesis provoca un estado de dafo por reperfusion o estrés oxidativo que implica la intervencion ciclica
del sistema oxido-reduccion y con ello se den etapas de presencia y ausencia de oxigeno generando por tanto
esta angiogénesis aberrante (Dewhirst MW, 1999). Las células tumorales controlan el fenotipo angiogénico,

donde la hipoxia es un fenémeno recurrente en el microambiente inflamatorio y neoplasico, que es mediado por
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diferentes citocinas para que los cambios permitan el mantenimiento del tumor, pues se reconoce esta
intimamente relacionado con su capacidad de sobrevivencia, crecimiento y su posible metastasis, al tener
estas células tumorales la capacidad de alterar su metabolismo con el uso de lactato como via energética, que

se ha visto que funciona también como promotor de HIF.(33-47) (13,21)

En los tumores solidos es comun que se modifique el balance celular 6xido reduccion y entonces se agrava el
estrés oxidativo, de tal forma que se ve en la necesidad de regular la transcripcion génica, y se desatan las
especies reactivas de oxigeno (reactive oxigen species) ROS y de nitrdgeno (reactive nitrogen species) RNS,
que actuan como mensajeros en el ciclo inflamatorio, modificando a ciertos factores de transcripcidon como lo
son el factor nuclear jB (NF-jB), la proteina activada (AP-1) y al factor inducido por hipoxia 1a (HIF-1a). Si éste
estrés oxidativo se mantiene, por lo general desencadenara la regulacién positiva de la inflamacion,
aumentando entonces la nueva transcripcion de factores que modifican esa funcién genética. HIF-1a es

considerado ademas un regulador importante en la respuesta a la glucdlisis. (Semenza G.L. 1998)

La via energética en la que participa la glucélisis se afecta en los tumores, puesto que donde normalmente
tendriamos a la glucosa que se transformaria a piruvato en presencia de oxigeno, pero en este nuevo ambiente
hipoxico lo que se genera es un acumulo de lactato que continua aun en presencia de oxigeno, lo que se
conoce como el efecto Warburg, donde en las células normales por efecto Warburg si resultan afectadas por
estos altos niveles de lactato y acidez, pero contrario a lo esperado no sucede asi en las neoplasicas. Estudios
recientes han mostrado que neoplasias primarias y tendientes a metastasis presentan un alto consumo de
glucosa, con ambientes mucho mas hipdxicos y con una actividad también mas agresiva que sus contrapartes
mejor oxigenadas (Gatenby 2004, Jianrong Lu 2014). Estos tumores pueden presentar células en alta
replicacion por lo cual necesitan de un suministro alto de nutrientes y oxigeno, pero que se encuentran por lo
comun alejadas de la fuente de oxigenacién, razén por lo cual requieren una modificacion en su metabolismo
celular para poder sobrevivir. En las fases premalignas las células que se estan desarrollando alejadas de su
base normal de vascularizacion, presentan una zona de transicién importante entre el area hipdxica de la zona
oxigenada. Ante un desarrollo acelerado favorecido con mutaciones que utilizan el incremento de los factores de
crecimiento, la principal limitante es entonces el suministro de oxigeno, y por lo tal es la barrera a vencer para
subsistir y desarrollarse, por lo cual se produce la subsecuente modificacion del patron del metabolismo
energético. Este fenotipo con tendencia a la glucdlisis inicial se adapta a la hipoxia local de una manera
temporal donde posteriormente al mantenerse o hacerse crénica la hipoxia, se producen lineas celulares con
una regulacién positiva constitutiva hacia glucélisis aun en presencia de oxigeno, con un tejido que por lo tanto

ante su contraparte natural se aprecia mejor adaptado a un ambiente acido y pobre en glucosa. (38)
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Importancia del Microambiente Tumoral

El microambiente tiene una situacion fundamental para que el tejido neoplasico pueda mantenerse, desde
procesos como los explicados de neovascularizacion donde muchos de los factores de crecimiento provienen
de células inflamatorias como mastocitos auxiliares en esta angiogénesis. (Meininger 1995; Yong 1997). Existen
similitudes entre la generacién del estroma de un tumor y la cicatrizacion de las heridas, por la participacion
celular y factores de crecimiento, que si bien cualitativamente participan en ambos procesos, en el caso del
estroma tumoral la organizacion observada es de forma desordenada respecto a los procesos de reparacion
esperada (Dvorak 1986).

Se ha identificado que la presion de oxigeno dentro del tumor es menor que en el tejido circundante y que en
los tumores donde es mas intensa la reduccion de oxigeno también lo es su posibilidad de metastasis, invasion
y muerte posterior de los pacientes (Vaupel, Mayer, 2007), ademas de presentar una concentracion mayor de
lactato, dato observado en algunos carcinomas de cara y cuello (Brizel, Schroeder 2001), todo esto se asocia a
un mayor riesgo de metastasis. La regulacién génica que es impulsada a través de HIF, permite que el pH
intratumoral favorezca la expresién de factores que alteran la concentracién de lactato, sodio e hidrogeno.

También existen datos que muestran una relacién entre la liberacién de histamina como inductor de HIF-1a y
posteriormente como éste factor funciona como estimulante a la migracion de mastocitos y por respuesta al
estimulo de VEGF en el microambiente tumoral. (Jeong et al. 2013) Se demostré que la infiliracion de
mastocitos y la angiogénesis son procesos que coinciden tanto en tejido normal como tumoral, dato encontrado
en un estudio desarrollado con ratones en el cual se utilizé como modelo de CCE en humanos (Coussens,
1999), con lo que se observé que los mastocitos activan el proceso de angiogénesis, y que estos contribuyen a
la progresion premaligna al favorecer la degradacién del tejido conectivo al ser liberadores de proteasas de
serina mMCP-6 (a tryptase), serina mMCP-4 (a chymase) y progelatinasa B, ademas de liberar factores que
amplifican fenotipos angiogénicos (heparina, heparinasa, histamina) proteinasas, y factores de crecimiento
como polipéptidos (bFGF o basic fibroblast growth factor) y otros factores involucrados en la angiogénesis como
VEGF/VPF (vascular endothelial growth factor/vascular permeability factor) (Bashkin et al. 1990; Vlodavsky et
al. 1992; Meininger 1995; Reed et al. 1995) Por otro lado, los mastocitos otorgan mitégenos para fibroblastos,
células endoteliales y epiteliales asi como estan relacionados en actividad enzimaticas, este es un fendmeno
que se observa en los bordes tumorales de manera constante (Westphal 1995). Por ejemplo, en el carcinoma
de células escamosas de la piel existe una regulacion bifasica, donde en una fase inicial premaligna que sucede
también en los tejidos normales en reparacién, se dan cambios que llevan al tejido a presentar alteraciones
celulares de tipo hiperplasico o displasico, momento en el cual los mastocitos estan activos e involucrados en la
modificacion del tejido y reparacién, en esta fase los mastocitos degranulan, activan fibroblastos y progelatinasa
B, pero si éste efecto se mantiene, progresaran a la fase neoplasica donde los mastocitos intensifican tanto su

actividad celular directa como su influencia hacia genes que estimularan factores de crecimiento y procesos
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angiogénicos, los cuales son entonces expresados por diferentes vias como HIF-1a, donde ahora las células
tumorales controlaran el fenotipo angiogénico para que la neovascularizaciéon pueda ser llevada a cabo
(Gritzkau et. al., 1998).

Los cambios neoplasicos que se producen en el microambiente permiten el mantenimiento de un tumor,
teniendo diversos estimulos como los factores proangiogénicos, que controlan la inmunidad contra el proceso
de inflamacion o alergia. Los tumores sdlidos se benefician de la asistencia de mastocitos que suelen
acumularse en la periferia del tumor, cuya presencia esta asociada a la ayuda en la reparacion del tejido, pero
teniendo una angiogénesis activa como un proceso relevante en la continuidad y supervivencia del tejido
anomalo. Es este microambiente que rodea al conjunto de células anormales el que favorece el suministro de
otro tipo de factores de crecimiento, factores mitogénicos y de transcripcion, con lo cual el potencial de
desarrollo y mantenimiento de estas lineas celulares puede ser alcanzado de una manera mas eficiente, entre
algunos de los mas conocidos participan factores como vascular endotelial growth factor (VEGF), basic
fibroblast growth factor (bFGF), matrix metalloproteinases (MMP), transforming growth factor-a (TGF-a), platelet
derived growth factor (PDGF), placenta growth factor (PIGF), angiopoietin-1 (Ang-1), angiopoietin-2 (Ang-2), y el
hepatocyte growth factor (HGF). (24,50)

Fendmenos de Hipoxia y Reoxigenacién en el Microambiente Tumoral

Los fendmenos de hipoxia y reoxigenacion son procesos recurrentes en el microambiente inflamatorio y
neoplasico, mediado por diferentes citocinas que alteran a las células endoteliales que ante insuficiente aporte
de oxigeno y nutrientes son liberadas las citocinas como integrinas, fibronectina, CD36 (Cluster of
Differentiation), galectinas 1,3,9, activando a células endoteliales cercanas, provocando que los pericitos se
separen y se genere dilatacion del vaso con la subsiguiente activacién de proteasas contra la matriz
extracelular y membrana basal, posteriormente las células endoteliales migran y proliferan hacia el area de
mayor concentracion de factores de crecimiento como VEGF, entonces son depositadas proteinas de matriz y
los pericitos estabilizan los nuevos vasos, estas citocinas tienen efectos de adhesién-interaccion y proliferacion-
apoptosis, efectos inmunitarios de la expresion de estas citocinas por células como leucocitos. (Chou, 2004).
Se conoce que la persistencia en la produccion de oxidantes celulares provoca mutaciones en el DNA y la
modificacidon en la expresion génica, las vias de transduccion por AP-1 (Activator Protein), NF-jB (Necrosis
Factor) modificadas por especies reactivas de oxigeno (ROS) se manifiestan en el patrén regulatorio del

crecimiento celular. (L. Mandelker, 2008)

Los tumores solidos se encuentran inmersos en procesos celulares donde la tasa metabdlica es muy activa,
mantienen eventos donde existe una alta proliferacion celular, al ir aumentando su masa tenderan a alejarse de

las zonas mejor perfundidas y que no cuentan con una vascularizacidon central, deberan sobrevivir en un
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ambiente que ahora se ha convertido en una zona de baja oxigenacion, por lo cual se inician vias que permitan
mantener su intenso ritmo de consumo energético, incluidas acciones que permitan el reacceso sanguineo, es
ésta angiogénesis una base importante del mantenimiento de las células neoplasicas y desarrollo del cancer. La
transcripcion de genes que codifican proteinas para mantener el nivel de oxigeno se ven favorecidas por
multiples vias que mantienen una expresion coordinada por ejemplo con el factor inducible por hipoxia (HIF)
teniendo este mismo, un efecto en la de transcripcion de otros genes, para que asi la demanda de oxigeno
puede ser cumplida y se genere la correcta adaptacion metabdlica, el proceso de inflamacion, adhesion y por
ende la angiogénesis, para que las células y el tejido sobrevivan a pesar de la hipoxia o isquemia persistente.
La hipoxia en los tumores puede generarse por diferentes situaciones tanto locales como sistémicas, en el caso
de las situaciones locales puede darse el caso donde el tumor presenta vasos sanguineos que tienen un
crecimiento anormal y limitado, ya que al continuar la acumulacién de fluido en la matriz extracelular que rodea
al tumor al mantenerse ésta proliferacion celular acelerada, se causa un aumento en la presion intersticial, la
expansion del tejido y la subsecuente disminucién en el aporte de oxigeno con vasos sanguineos ineficientes;
otra situacion se da por una alteracion en la difusién atribuible a la forma aberrante que tienden a presentar los
tumores, ademas de efectos sistémicos que pueden provocarse debidos a anemia de tipo paraneoplasica o
asociada a terapias.(27) Estos cambios hipdxicos provocan alteraciones en el tejidos tales como resistencia a la
radiacion ionizante que no permite se genere una adecuada peroxidacion del DNA, y ante un microambiente
acido es mas propenso a que éste fenotipo celular agresivo pueda propagarse, ya que presenta mejor

actividad para sostener una angiogénesis, invasion y metastasis, todo ello mediado por factores como HIF. (27)

La habilidad de autorregulaciéon del crecimiento de las células neoplasicas les confiere mas resistencia a
lesiones por estrés celular, esto lo logran a través de multiples defensas contra efectos como hipoxia, citocinas
citotdxicas, radiacion UV, medicamentos, etc. La hipoxia induce apoptosis y dafio celular en la mayoria de las
células, sin embargo la resistencia al fenédmeno de hipoxia en las células cancerigenas les permite sobrevivir en

estas condiciones utilizando a coordinadores génicos y su sobreexpresion como sucede con HIF1-a. (51)

Inmunohistoquimica en el Diagnéstico de Neoplasias

La inmunohistoquimica detecta antigenos en las células de un tejido por la marcacion de anticuerpos en las
moléculas celulares y extracelulares, como filamentos citoplasmaticos intermedios, substancias secretoras y
proteinas celulares. Esta técnica ha aumentado la deteccion de diferentes enfermedades con dificultades
diagndsticas con otros métodos y recientemente puede usarse con fines prondsticos. El uso de la
inmunohistoquimica ha sido favorecido con el uso de mas marcadores antigénicos, estos marcadores o
cromogenos permiten la ubicacién de antigenos no visibles, pudiendo ser fluorescentes, sistema enzimaticos,

radioactivos o de oro coloidal. (10,11,12) .

21



Los biomarcadores pueden ser medidos y evaluados para mostrar un proceso biolégico normal, patolégico o
una respuesta a un tratamiento y se ha aumentado el uso en diagndstico e investigacion, se han descrito para
analizar tanto al cancer, como en diagnéstico, prondstico prediccion, asi como la farmacodinamia en general.
Los usos mas importantes de los biomarcadores en la inmunohistoquimica son la determinacion del origen
tumoral o el grado de diferenciacion celular, el refinamiento del prondstico, la diferenciacion entre tumores
benignos y malignos, la determinacion de la estructura molecular de un tejido y la deteccién de agentes

infecciosos en las células o en los tejidos.

Los mas usados en dermatologia se dividen en los que se usan para diferenciacion epitelial como las
citokeratinas, CEA, etc, para la mesenquimal la vimentina, actina, VEGFR, etc, para la neuroectodermal el
S100, HMB-45, etc, en las hematopoyéticas a las citokeratinas, CD20 (Cluster of Differentiation),CD3, CD4,
Bcl2, EMA, Ki-67,Bcl6, etc., y en los accesorios al CD1a. (11)

En el fendbmeno de angiogénesis se han determinado diferentes biomarcadores que participan como los
factores de crecimiento (VEGF) y su interaccién con su receptor (VEGFR) y co-receptores de neuropilin (NRP)
que actua como guia celular aumentando la unién del VEGF y su receptor. Existen otros factores interactuando
con VEGF-A como PIGF, factor de crecimiento de fibroblasto (FGF), VEGF-D, angiopoyetina, HIF-1a y HIF-2a ,
integrina o PDGF. Sin embargo el proceso de estos factores sucede al mismo tiempo que VEGF-A por lo cual es

complejo la ubicacion entre los patrones de activacion e inhibicion del proceso de angiogénesis. (52)

Hypoxia Inducible Factor (HIF) en angiogénesis tumoral

HIF se considera un heterodimero, que presenta dos subunidades, una subunidad permanente o también
llamada constitutiva HIF-1B en el ndcleo de la célula, y una subunidad inestable llamada HIF-1a que se
considera la promotora de la transcripcion en situaciones andxicas, mientras esta condicién pobre en oxigeno
no se cumpla se lleva a cabo un proceso constante de destruccidn via ubiquitinzacién promovida por la
existencia de oxigeno y las dioxigenasas como prolin y aspargil hidroxilasas, siendo mas intensa su actividad
cuando el oxigeno celular cae por debajo del 1 al 2%, activandose la via por la cual escapa al proceso de
destruccion e ingresa al nucleo, donde una vez dimerizada con la subunidad HIF-13, que se unira a la
secuencia promotora especifica en el DNA llamada elementos de respuesta a la hipoxia (HRE: 59-A/GCGTG-39
en humanos) y empezara su transcripcion a diferentes genes de manera regular como VEGF, EPO, GLUT1.

Aunque existen tres isoformas, la HIF-1a es la reguladora en estados de hipoxia mientras que la HIF-2a y la
HIF-3a cumplen funciones diferentes, aunque se encuentran dentro del patrén de su funcién via hipoxia (33-49).
HIF-1a también esta implicado en la expresion de alrededor de 70 genes relacionados con la progresion del
cancer como el angiopoietina (Angpt), el receptor 2 VEGF (VEGFR2), al factor de crecimiento de células
derivadas del estroma-1a (SDF-1a) al receptor de quimocinas CXC 4 (CXCR4), al factor de crecimiento
derivado de plaquetas (PDGF1). (36,49,53)
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El crecimiento de un tumor esta intimamente relacionado con su capacidad de sobrevivencia y crecimiento a
través de factores o estimulantes como lo es HIF-1a, VEGF, cambios en el metabolismo celular y secrecion de
otras moléculas que le permiten modular la angiogénesis necesaria en su desarrollo y metastasis subsecuente.
La expresion de HIF1-a, es un dato demostrado como factor de agresividad y menor respuesta al tratamiento en
tumores, lo cual permite determinar el proceso a seguir en cada caso, utilizando a su vez marcadores de
proliferacion como Ki67, de angiogénesis VEGF y de mutacién de receptores CD117, permite ubicar estos
tumores de comportamiento mas agresivo. Se tiene a HIF-1a como factor de transcripcion que tiene su efecto
como mediador importante en el desarrollo de los tumores sélidos in vivo al promover la angiogénesis y
metabolismo anaerdbico con la inhibicién de la apoptosis en células tumorales. (53)

En estudios previos se descubrié que la sobreexpresion de HIF-1a esta relacionado a un pronéstico pobre en
tumores en humanos (54). Sin embargo en otro estudio se ha observado una inhibicién en la induccién de
apoptosis en células tumorales (55). Por otro lado se han hecho estudios para conocer la regulacién de HIF-1a
utilizando microRNA para entender su expresion genética, en este caso un miRNA denominado miRNA-17-92
se encontré como regulador en células de cancer de pulmoén. (56) y en otro estudio HIF-1a se identific6 como
regulador de miR-20b y este a su vez de HIF-1a , al estar miR-20b acumulado en las células neoplasicas lo cual
les provee un estatus oncogénico lo cual indica que promueve la proliferacion, migracion, invasion vy
tumorogenicidad celular (Wang B, 2016). En normoxia existe una alta expresién y promueve el crecimiento
celular pero en hipoxia existe una menor expresion, que aunque inhibe el crecimiento celular tumoral, le provee
resistencia a la apoptosis. HIF-1a parece entonces tener su respuesta mas importante a nivel protéico y no a
nivel de mRNA, probablemente porque las células pueden traducir inmediatamente desde un mRNA ya
existente a proteina para adaptarse a el estado hipoxico de forma agil. (57)

Existen diferentes estudios en tumores en humanos que incluyen al astrocitoma, en vejiga, pecho, cérvix,
endometrio, estomago, pulmdn, melanoma, oligodendrioma, carcinoma orofaringe o pancreas (Semenza 2009).
leucemia (Deeb, G. et al.,, 2011), linfoma (Evens, A. et al., 2010), donde la presencia de HIF-1a se ha asociado
negativamente. En el caso de los perros se han realizado estudios en linfoma (Kambayashi 2015) con
resultados similares. En casos como carcinoma mamario canino se utilizé HIF-1a en conjunto con VEGF sin
embargo sus resultados en la expresion génica de HIF-1a no presento correlacion, sabiendo que no es la Unica
fuente de generacion de VEGF, y considerando que existen en tumores de menor tamafio menos areas
hipéxicas como posibles respuestas a estas consideraciones. (Moschetta et al, 2015)

En el caso particular del carcinoma de células escamosas existe sobreexpresion de la proteina HIF-1a y ésta
sobreexpresion se asocia a una mayor densidad de microvasculatura y expresion de VEGF. Se ha demostrado
en un estudio que si existe sobreexpresion de HIF-1a, esta le otorga resistencia a la apoptosis inducida por
hipoxia o terapia antineoplasica. HIF induce sintesis de factores pro angiogénicos como VEGF, endoletina 1 y

EPO como forma de adaptacion a la hipoxia dando una neovascularizaciéon tumoral. En tratamientos de quimio
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radioterapia se observa en ocasiones que las células sobrevivientes se localizan en la zona central del tumor,
donde hay menor niumero de vasos, razén que explica la sobreexpresién de HIF-1a, se piensa que la via mas
importante de sefializacion a apoptosis por hipoxia involucra del citocromo C a caspasa 9, y en el caso del CCE
su apoptosis puede suceder con HIF-1a, excepto en su sobreexpresion, con niveles altos de moléculas pro
apoptoéticas como Bax y Bak y bajos de anti apoptéticas como Bcl-2 y Bcl-XL. En este estudio se observé en
sobreexpresion de HIF-1a la regulacién de sefales de sobrevivencia con la supresién de Bax y Bak y la

regulacion positiva de Bcl-2 y Bel-XL. (58)

Vascular Endothelial Growth Factor (VEGF) en angiogénesis tumoral

El VEGF presenta varias isoformas de las cuales se identifican como parte de la superfamilia de los factores
de crecimiento derivados de plaquetas (PDGF), estas presentan un dominio homdélogo. Estas incluyen al VEGF-
A, VEGF-B, VEGF-C, VEGF-D y al factor de crecimiento placentario (PLGF), en el caso de angiogénesis y
vasculogénesis se observa la participacion en todos y para linfangiogénesis del C y D. En el caso de los perros
se reconocen cuatro isoformas, cada uno de estos tiene receptores especificos del tipo de tirosin kinasa como
el VEGFR1 o fms like tirosine kinasa1 (FIt1), VEGFR2 o human kinasa insert domain receptor (KDR) y VEGFR3
o fms like tirosine kinasa 4. El VEGFA tiene afinidad por el receptor 1y 2, el VEGFB por el 1, el VEGFC y D por
el 2 y 3. De esta manera el VEGFA lleva su via de sefalizaciéon a través de ATK y del PLC favoreciendo la
angiogénesis. Los VEGF pueden ser solubles encontrarse ademas circulando en sangre, hecho que ha
permitido su medicion para determinar la progresion tumoral o prondstico, y en algunas patologias como
hemangiosarcoma, enfermedades efusivas, y otros tumores. De manera general en los perros la concentracion

plasmatica se ha encontrado en algunos estudios en menor proporcién que en humanos. (33,34,39)

En el VEGF existen varias vias que permiten sea expresado de manera natural, una vez activado el VEGF
ante aportes limitados de nutrientes y oxigeno, se liberan factores de crecimiento y citocinas como integrinas,
fibronectinas, CD36, CD13 o galectinas que estimula a los receptores en las células endoteliales a crecer y
proliferar, para que a su vez permita a los pericitos modificarse, separandose y permitiendo la dilatacién del
vaso, la secrecién de proteasas contra la membrana basal y la matriz extracelular, asi tenemos a las células
endoteliales migrando y se comienza la proliferacion hacia el area mas concentrada de factores de crecimiento,
depositandose proteinas de matriz, estabilizando a los pericitos con nuevos vasos. El factor de crecimiento de
endotelio vascular (VEGF) es un factor importante de permeabilidad vascular que afecta especificamente a las
células epiteliales vasculares, y es uno de los factores pro angiogénicos mas importantes en la carcinogénesis,
se encarga de estimular al endotelio a proliferar y diferenciarse, promoviendo el desarrollo de una formacion
vascular primitiva. Su funcion biolégica se produce al tener efecto en los receptores como fms-like tyrosine
kinasa-1 (FLT-1) y kinase insert domain containing regién (KDR), estos, se encuentran en las células

endoteliales. Los tumores reciben estimulacién paracrina y autocrina de VEGF. (59)
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VEGF se considera un factor proangiogénico modelo puesto que se solo se presenta en angiogénesis. En el
caso de los individuos adultos no se genera exceptuando haya la necesidad de neovascularizacion. Se conoce
que su sobreexpresion esta relacionada a la formacién de capilares y sin esta no es posible su formacién. Su
actividad se describe como de actividad mitogénica, con el factor de crecimiento de endotelio vascular (VEGF)
y actividad inducida de permeabilidad vascular, con el factor de permeabilidad vascular (VPF). Es un potente
estimulador que permite la proliferacién y migracién de las células endoteliales. Cuando en un tumor de
desarrollo acelerado se incrementa la distancia entre los vasos sanguineos y las células de alto consumo, la
difusion necesaria se vuelve inadecuada y lleva a un estado de hipoxia local, lo cual provoca la formacion de
VEGF para contrarrestarlo. El desarrollo de los vasos sanguineos hacia areas de mayor concentracion de
factores de crecimiento genera un tipo de crecimiento vascular llamado en brote que es la forma de desarrollo
mas comun, aunque también existe uno por division. Existen conjuntamente factores pro y anti angiogénicos
secretandose continuamente, ya sea promoviéndose por reparacion o crecimiento que ante alteraciones tipo
neoplasicas actian a favor o contra metéstasis o el desarrollo tumoral. En el caso de los tumores, esta
secrecion de VEGF-A de manera excesiva es lo que promueve una sobreproduccién de células endoteliales con

un crecimiento del tipo brote, lo cual provocara una vasculatura descontrolada desarrollada en punta.(45,47)

Proteina Ki67 como indice de proliferacion tumoral

El Ki67 que es una proteina nuclear no histona que se utiliza como un marcador nuclear que indica
crecimiento y division celular, se encuentra expresada en todas las fases activas del ciclo celular y ausente en
las células en GO. Este numero relativo de células expresando Ki67 o células dentro del ciclo celular en la fase
de crecimiento, es lo que se utiliza para determinar el indice. Ki67 es una proteina en la cual no se ha podido
identificar una funcion celular. Pero en el ciclo celular tiene una ubicacién subcelular y expresion estrechamente
regulada y parece ser necesaria para la progresion dentro del ciclo. En algunos tumores en perros la expresién

por células neoplasicas esta asociada a prondstico de manera significativamente.(60)

Por ejemplo se encontré que la expresion de p53 al ser este un gen supresor que mutar modifica la progresion
tumoral, donde el aumento en su presencia nuclear esta correlacionada como indicador prondstico negativo, y
la presencia de Ki67 en estos casos se correlaciona con valores de Ki67 altos en tumores como carcinoma de
células escamosas y de glandula mamaria en humanos de igual manera con prondstico negativo.(72) Una alta
expresion esta asociada en mastocitoma a mayor mortalidad, recurrencia y metastasis independientemente de
su grado histolégico. Por ejemplo en un estudio se planteé la probabilidad de morir era ocho veces mayor en los
pacientes con mastocitoma en perros cuando el indices de Ki67 estaba en >10.6 que otros con expresiones
mas bajas. (61)

En otros estudios se monstruo que su expresion esta fuertemente asociada con el desarrollo tumoral y se

tienen como indicador prondstico y predictivo, correlacionada con la metastasis tumoral y la etapa, fuertemente
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incrementada en tumores malignos comparados con tejido normal. Se considera un indice de marcaje para
definir si son de baja, media o alta proliferacion con rangos de <15%, 16% a 30% y >30% respectivamente. Con
el avance de mas técnicas y biomarcadores, se ha ido incrementando su asertividad con el uso conjunto de
varios de estos marcadores como en cancer colorrectal, cervicouterino, linfoma no Hodgkin, melanoma y

carcinomas. (Li et al, 2015), sarcomas de tejidos blandos y del sistema nervioso central. (62,63,65)

Se ha utilizado una combinacion de Ki-67 con AQNOR como prondstico en mastocitoma canino, en un estudio
donde la medicién del indice de Ki-67 tuvo en indicador prondstico al dividir los grados Patnaik 2 en dos grupos

con marcada expectativa de supervivencia. (64)

El crecimiento tumoral no solo depende del rango de proliferacion de las células neoplasicas, sino ademas del
rango de muerte de esas células. Tumores con indices de marcadores de proliferaciéon bajos y rangos bajos de
muerte celular pueden ser tan agresivas como un tumor de alta proliferaciéon pero con una mayor muerte celular.
Estos marcadores se usan para estimar el nimero de células entrando divisién se ha notado que son mas
exactas que utilizar solo el conteo de las figuras mitéticas, ya que identifican células en fases S y M, mostrando

valor como pronéstico en diferentes estudios en humanos y animales. (65)

Cluster of Differentiation 117 (CD117) en alteracién del receptor en tumores

CD117 es un receptor de tirosin quinasa, en general, las quinasas son proteinas que regulan las principales
vias de sefializacion en procesos celulares como crecimiento, supervivencia y diferenciacion. Promueven la
transduccion de la sefal dentro de la célula pudiendo activar residuos de los aminoacidos como serina, treonina
o tirosina. Pueden ser de superficie como receptores tirosina quinasa (TKR) , citoplasma o nucleo. La
desregulacién de las quinasas es un mecanismo fundamental que utilizan las células tumorales para promover
el crecimiento descontrolado y la supervivencia. En las células tumorales se han identificado multiples
mecanismos de disfuncion de las quinasas, incluyendo mutaciones, translocaciones cromosoémicas,
sobreexpresion de genes y coexpresion del factor de crecimiento y autoestimulacién. (66) El c-KIT es una tirosin
kinasa transmembranal que actua como receptor de factor de crecimiento de mastocitos (stem cell factor o kit

ligando), este ligando de manera normal esta encargado de la maduracion y diferenciacion de los mastocitos.

Es una receptor tipo Il y se identifica en células hematopoyéticas, germinales, del intersticio de Cajal, epitelio
ductal glandular mamario, melanocitos y mastocitos. La expresion de KIT se ha detectado en diferentes tumores
en humanos. (67) En los perros se han identificado mutaciones del c-KIT en varios exones siendo mas comun el
11, 8, 15, 19, 29, 38, 40, 42 , algunas veces en los exones 8, 9 y 15 y pocas veces en el exén 17. Cuando se
han identificado en el exén 11 se observan duplicaciones en corridas dobles asociadas a grados altos de
Mastocitoma y por ende recurrencia y mortalidad. (68)
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En el caso de los perros se ha notado que también tiene relevancia en el pronéstico del tumor puesto que se
sabe que un 15% de los mastocitomas presentaran mutaciones del c-KIT, incrementando la importancia de su
determinacion, ya que esto tendra implicaciones directas en la seleccion del tratamiento. El c-KIT es un

marcador de proliferacion y diferenciacién celular. (9,19,18).

En el caso del c-kit se conocen tres patrones donde el grado uno es el que no presenta mutaciones y se
observa el biomarcador de superficie asociado a membrana, el grado dos presenta areas agrupadas en el
citoplasma de forma perinuclear y el grado tres que presenta marcaje de manera diseminada en el citoplasma.
Cuando esta presente la mutacion existe correlacidon con menor sobrevivencia postquirirgica. Se estudio la
expresion génica via mRNA de c-KIT, pero aunque existe sobreexpresion de esta, parece independiente de la

localizacion de la proteina y el tipo de mutacién. (69)

Caracteristicas del Mastocitoma

En el caso de este tumor, no se tiene una etiologia precisa en los perros, parece en algunos casos asociarse a
procesos inflamatorios crénicos o en presencia de irritantes que modifiquen el microambiente, hay mas certeza
en definir que se han descartado causas virales, con respecto a predisposicion racial, existen estudios que
intentan ligar en el béxer al aumento de la presentacion de un fenémeno de expresion cromosomica fragil que
en casos en humanos esta relacionado al desarrollo de tumores, pero no se tienen claras las alteraciones
genéticas que faciliten la presentacion. Por ejemplo se han encontrado modificaciones en el gen supresor de
tumor p53 aunque no ha sido un hallazgo persistente, también existen reportes en la alteracion de la expresién
de p21 y p27 que son CDK inhibidoras (cininas dependientes del ciclo), otros estudios se han enfocado en la
expresion y alteracion del receptor de tirosin kinasa c-kit, que tiene como su ligando al stem cell factor (SCF) vy
es un factor de crecimiento hematopoyético que permite el crecimiento de mastocitos y la liberacion de los
granulos dentro del mastocito, en este tumor se aprecian mas alteraciones en los grados mas indiferenciados.
Existen estudios que también intentan ligar receptores hormonales como estrogenos y progesterona aunque
aun no es claro su efecto. (3) La presentacion de este tumor puede tener origen en células ubicadas en la
dermis y tejido subcutaneo, donde estas células maduran y sus granulos citoplasmaticos se vuelven mayores.
Los granulos de los mastocitos presentan moléculas como aminas vasoactivas, estas son preformadas y
almacenadas en ellos e incluyen a la histamina, a la heparina, y se tifien de manera metacromatica con azul de
Toluidina. Las aminas almacenadas en los granulos son liberadas de manera inmediata, mientras que otras son

liberadas en el transcurso de horas al requerir la neoformacion. (3-5)

Por lo general se conoce que la metastasis se puede presentar en tumores pobremente diferenciados o no
diferenciados con rangos desde un 55 a 96%, e inicia con una invasion local y hacia los linfonodos regionales, y

posteriormente hacia el bazo y el higado de manera principal. Una vez que alcanza la via sistémica. puede
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aparecer en médula 6sea en grados poco diferenciados y sangre periférica.(3)

Es posible clinicamente observar signos asociados a la actividad de las aminas contenidas en el mastocito,
estas incluyen ulceraciones gastrointestinales con presentaciones entre 35 y 80 %, asociadas a la liberacién de
histamina y activacion de los receptores H2 en las células parietales gastricas, favoreciendo la liberacion de
hidrogeniones y la formacion de acido clorhidrico, la gastrina se ve alterada entonces para controlar el
excedente en la formacién de acido clorhidrico. El estado continuo de facil degranulacion por los mastocitos
convierte la aproximacion clinica en etapas avanzadas en facil liberacién a nivel sistémico y con un efecto
hipotensor de la histamina al unirse a receptores H1 a nivel vascular que en procesos de biopsia o cirugia
extensa se vuelven frecuentes. La prostaglandina D también se ha postulado en este evento vascular en
mastocitosis en humanos o en la presentacion gastrica humana (GIT). Existen alteraciones en la coagulacion
asociadas a la liberacion de heparina, retraso en la cicatrizacion por estimulacion inflamatoria persistente,
actividad enzimatica proteolitica y por accion de las aminas vasoactivas, por otro lado se estudia si los
receptores H1 y H2 en los macrofagos favorecen a estos a la secrecion de un factor supresor de fibroblastos

retrasando aun mas la reparacion. (3-5)

Clasificacion del mastocitoma

Existen diferentes opiniones con respecto a la clasificacion de este u otros tumores, desde el precedente
clinico, la histologia del tumor o mas recientemente la presencia o ausencia de biomarcadores aunados a
técnicas moleculares cada vez mas precisas y recientes. En el caso del mastocitoma se han utilizado sistemas
basados en la presentacion clinica dividiéndolos por el tipo de lesién, como bien o pobremente diferenciados, en
piel o en subcutaneo, con o sin presentacion sistémica, por otro lado el refinamiento clasico del diagnéstico se
basa en su arquitectura histolégica. Las clasificaciones méas reconocidas se realizan de acuerdo a ciertos
criterios como el grado histolégico (Bostock 1973, Turrel 1988, Patnaik 1984, Gerritsen 1998, Ayl 1992, Thamm
1999, 2006, Kiupel 2011), la etapa clinica (Ayl 1992, Gerritsen 1998, Turrel 1988, Thamm 1999), su localizacién
(Turrel 1988, Thamm 2006), el crecimiento y rango de proliferacion y ulceracion (Allan 1979, Bostock 1973,
Bostock 1989, Simoes 1994, Kravis 1996, Thamm 1999, Romansik 2007) o la recurrencia local (Thamm 1999).
El sistema Bostock por ejemplo intenta ubicar y entender lo que sucede clinicamente al revisar la relacién
nucleo citoplasma, figuras mitéticas, pleomorfismo celular, celularidad tumoral, las células tumorales evidentes y
los granulos metacrométicos. Por otro lado, el sistema desarrollado por Patnaik et al., que és el mas
ampliamente utilizado, divide a los mastocitomas en tres grados, donde el grado | es el mas diferenciado y el lll
el mas indiferenciado o pobremente diferenciado, y esta basada en criterios como la localizacion en la piel y
subcutis, la morfologia celular, la morfologia nuclear, la arquitectura del tumor, la celularidad y la reaccion en el
microambiente, las figuras mitdtica presentes y la presencia de edema y necrosis. El grado | tiene lesiones que

esta delimitadas a la dermis y zona interfolicular, con células bien diferenciadas, organizadas en grupos o
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agregados separadas por fibras de colageno, con células redondas, con citoplasma abundante y granulos
intracitoplasmicos bien definidos, cromatina condensada y sin presencia de mitosis, con minimo edema y
necrosis. En el grado Il se aprecian células que infiltran hacia la dermis profunda y tejido subcutaneo, de
celularidad moderada a alta , con células pleomérficas grandes y redondas, organizadas en grupos de escaso
estroma, que puede ser mas denso y rico en colagena, los granulos tienden a ser un poco mas finos y de menor
observacion, con cromatina mas dispersa y un conteo mitético bajo de 0-2 mitosis por campo, se aprecian
zonas de edema y necrosis. En el grado Il las células infiltran y reemplazan tejidos profundos, son de tipo
pleomdrfico redondas, con vesiculas, nucléolos prominentes y binucleadas, organizadas de forma compacta,
con citoplasma escaso, granulos finos y dificiles de observar, con un estroma abundante, fibrovascular o
fibrocolageno de tipo denso y areas de hialinizacion, las mitosis son frecuentes de 3 a 6 por campo, con edema

hemorragias y areas de necrosis. (3,4,11,29)

Sin embargo existe cierta subjetividad en la interpretacion por lo cual otras clasificaciones han surgido (Kiupel
et al. 2011), el sistema Kiupel tiene dos graduaciones, justificando la necesidad de evitar los grados intermedios,
considerandolos con mas ambigliedad a la clasificacidon y su subsecuente inconsistencia, y estéd basada en la
morfologia de las células neoplasicas donde el grado alto presenta kariomegalia (al menos 10% de las células
tengan una variacion de dos veces el tamafio), presencia de células con nucleos multiples (tres o0 mas nucleos),
nucleos bizarros (tres o mas llamados atipicos, con marcadas identaciones, segmentaciones o formas
irregulares) y el numero de figuras mitotica, utilizando un punto de corte conservador de siete figuras mitética
por 10 campos en 400X, y en el grado bajo estan los tumores que no tengan incluidas las caracteristicas del
criterio alto. Este sistema deja fuera en ambos grados el involucramiento de la profundidad, con la base en la
cual no encontraron diferencias en estudios previos a este respecto (Kiupel et al. 2005). Sin embargo ninguna
de las clasificaciones puede reflejar fielmente el comportamiento bioldgico en cada caso, por lo que las guias
antes descritas se van modificando, incluyéndose ahora el uso conjunto de sistemas como el Patnaik, Kiupel e
indice Mitético, por lo que se hace manifiesto la necesidad de utilizar mas de un criterio para poder obtener
datos fehacientes, al ser vital obtener un panorama sobre su pronéstico (Veterinary Cancer Society Consensus,
2013), y mientras mas datos puedan colectarse usando otro tipo de caracteristicas con la expresiéon de
biomarcadores como c-KIT, Ki67 y AQNOR entre otros, se genera una mejora en el entendimiento del tumor.
Estas caracteristicas que pueden expresar los tumores son datos importantes que requieren esos estudios
como lo es la presencia de la mutacion de c-Kit, donde este receptor de tirosin kinasa esta desregulado entre un
15 y 40% en el caso de los mastocitomas, asociado entonces a una pobre respuesta clinica, incremento de
metastasis y recurrencia local e indices de proliferacion mayores (Zemke, 2002, Webster, 2004). La mutacion de
c-Kit se ha descubierto ocurre en la regién transmembranal del receptor por lo cual se provoca una activacion
constitutiva y con ello se independiza de la presencia de SFC normalmente utilizada en su via de sefalizacion.

Existen para el mastocitoma otros marcadores que se han ido estudiando como fin prondstico tales como Ki67,
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PCNA, AgNOR, BCI2, VEGF, entre otros. Sin embargo en diferentes estudios realizados en perros que
presentan mastocitoma, se ha observado que no existe un factor que pueda ser usado de forma uUnica para
predecir con seguridad el comportamiento biolégico o la respuesta a tratamientos puesto que se puede
modificar el resultado ante diversos factores clinicos como la localizacion, tamafio del tumor, raza, sexo o etapa
clinica. (61,64,66)

Inmunohistoquimica en el Estudio de los Mastocitomas

En el caso de mastocitoma se incluyen al CD117 (c-kit) que es un marcador del receptor TKR de tipo
transmembranal cuya presencia del receptor CD117, se ha notado que también tiene relevancia en el pronéstico
del tumor puesto que se sabe que al menos un 15% de los mastocitomas presentaran mutaciones del c-kit, pero
que puede llegar a niveles de 40% (Webster, 2004). El c-kit es un marcador de proliferacion y diferenciacion
celular (9,19,18), el ligando de este receptor se conoce como steel cell factor y de manera normal esta
encargado de la maduracién y diferenciacion de los mastocitos. En el caso del c-kit se conocen tres patrones,
donde el grado uno es el que no presenta mutaciones y se observa el biomarcador en membrana, el grado dos
presenta marcaje de manera diseminada en el citoplasma y el grado tres presenta areas agrupadas en el

citoplasma alrededor del ndcleo.(32)

En el caso del AQNOR (regiones de organizacién nucleolar argiofilicas) se utiliza como marcador de
proliferacion, en esta regiones se buscan estructuras que estan involucradas en la transcripcion de RNA
ribosomal, y se ha visto que la cantidad de AGQNOR por nucleo tiene una correlacién con el ritmo de proliferacion
(in vitro e in vivo). Existten otros marcadores como el PCNA que es un antigeno nuclear de proliferacion celular
y esta involucrado en la funcion de la polimerasa y existen estudios donde demuestran que puede ser tomado

como un indicador independiente del grado histolégico como factor pronéstico.(19)

El Ki67 es una proteina no histona que se utiliza como un marcador nuclear que indica crecimiento y division
celular. (64)

Caracteristicas del Carcinoma de Células Escamosas en la Piel

El carcinoma de células escamosas (CCE) de la piel se presenta cuando existe una anormalidad en la
diferenciacion hacia queratinocitos asociada a varios de estos factores como lo son la exposiciéon a la luz
ultravioleta y en algunas areas poco pigmentadas se observan una mayor presentacion de casos. Puede surgir
desde areas de hiperplasia, hiperqueratosis, paraqueratosis o acantosis donde el rango de recambio epidermal
sea alterado y se favorezca queratinocitos displasicos, los cuales podemos ubicarlos en el plano basal y

espinosos, con células en proliferacion desordenada que cruzan la membrana basal. (3-5)

Se conocen lesiones que predisponen a la presentacion de CCE como la queratosis actinica donde algunos
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autores ofrecen datos que hasta un 80% del carcinomas de células escamosas en la piel, procedié de o desde
areas proximas a este tipo de lesiones, siendo esta una dermatosis inducida por la radiacién solar UV donde el
riesgo se incrementa por las dosis acumuladas de radiacion total, sin embargo no se pueden descontar los
efectos estocasticos con mutaciones sin reparacion del DNA (rayos x, gamma, grenz) (Johnson, 1992, Kraemer,
1987) y la elastosis asociada a radiacion UV donde las fibras de colagena y elasticas se degeneran y
fragmentan, todas estas lesiones primarias también son referida como un CCE in situ, también se asocia a
lesiones por papiloma, quemaduras, inflamacion o infecciones crénicas (Ulceras, tractos, osteomielitis, etc),
donde aun no hay invasion de la membrana basal. (Bastin, 1997). Las células escamosas forman parte del
epitelio de la epidermis y tienen funciones protectoras claramente descritas, los estimulos frecuentes favorecen
la presentacién de cambios neoplasicos como alteracion en la polaridad, cariomegalia, hipercromatismo, etc. al
aumentar la desorganizacién de proliferacion celular de queratinocito. En los cambios se presentan
caracteristicas claras como nucleos atipicos de mayor tamafo, cromatina prominente vesiculada,
queratinizacion del citoplasma, disqueratosis que son lesiones evidentes hacia la formaciéon de la neoplasia.
En el caso de perros y gatos se reconoce como la neoplasia frecuente, siendo la primera en gatos y la segunda
en perros; en gatos la colocan en una presentacion que oscila entre 15% al 49% y en perros del 3% al 20%
(Burrows et al., 1994, Goldschmidt & Shfer, 1992, Miller et al., 1991). Este tumor se considera de crecimiento
lento, con un comportamiento invasivo local, donde su metastasis ocurre via linfatica en casos poco
diferenciados. Se habla de predisposicién a los pacientes de pelaje blanco, en los perros los lugares mas
comunes incluyen la zona subungueal, escroto, plano nasal, piernas, zona perineal y ano, sin embargo hay
reportes en otras areas como los flancos y abdomen de dalmatas, beagles, bull terrier inglés, whippet,
keeshound, schnauzer y como una de las razas con menor riesgo colocan al boxer. En los gatos la presentacion
es mayor en areas de poco pelaje en el plano nasal, parpado y la pina, con presentaciones multiples en la cara
en un 30% de los casos. La edad rango medio de presentacion esta entre 8 a 10 afios en los perros y entre los
gatos 9 a 12 afios, con el gatos domestico de pelo corto con la mayor incidencia y algunas razas mencionadas
con menor riesgo asociadas a su piel pigmentada son himalaya, siamés y persa. Se reportan presentaciones en

animales jovenes en edades desde los 5 a 12 meses de edad. (3-5,29)

Clasificacion de Carcinoma de Células Escamosas de la Piel

Mayoritariamente es clasificado de acuerdo a su comportamiento biolégico, hay propuestas para clasificarlo
en cuatro grados, donde el grado 1 presenta como bien diferenciadas a mas del 75% de las células en el tumor,
el Il presenta entre 50 y 75% de células diferenciadas, el grado Ill presenta de 25 a 50% de diferenciacién y el
grado IV presenta menos del 25% (Wright, 2012), sin embargo la mayoria lo interpreta como bien, moderado,
pobremente diferenciado o pleomérfico/anaplasico y solo lo deja como descriptivo. En el CCE se valora una
combinacion de indice mitético e invasion del estoma y linfonodos. En el caso del CCE oral felino no se ha

encontrado que el indice mitético tenga algun valor predictivo en cuanto a su comportamiento y si la invasion
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O0sea. Cuando el tejido tumoral presenta caracteristicas bien diferenciados formaran nodos de células de
queratina llamadas perlas de queratina, sin embargo si estdn poco diferenciadas formaran capas de células
epitelioides pleomorficas. (3)

Existen una gran cantidad de marcadores para lesiones dermatoldgicas en el caso de carcinoma de células
escamosas (CCE) estos tumores presentan componentes como fibroblastos, miofibroblastos, histiocitos,
dendrocitos, colagena, elastina y mucina por lo cual en el marcaje se puede incluir a la vimentina (vm), al CD34,
al musculo especifico de actina (msa), al factor Xllla,y a marcadores de histiocitos. (11,12,13) Asi mismo la
expresion temprana y cantidad de otros marcadores como EGFR (receptor al factor de crecimiento epitelial)
que es un marcador de membrana donde un RPTPK (receptor de tirosin kinasa kappa) se ha visto como
probable involucrado en la desregulacion de la expresion del EGFR por oxidacion y que en ausencia del RPTPK
se sobreactiva (17) que en casos de SCCSCC humanos se ha observado que puede ayudar en la
determinacion de la agresion del tumor aunado a HER4 (receptor epidermal humano), normalmente utilizados
en el cancer mamario.(14,15,16,17) Por otro lado la activacion de ERK 1/2 (via extracelular de expresién de la
sefial regulada por kinasas) juega un papel critico en la proliferacion de las células cancerosas, este grupo de
MAPK (protein kinasas activadoras de mitégenos) son un grupo de protein serina/treonina kinasa que se activan
por multiples estimulos extracelulares y entonces median la transduccién de la sefial al nucleo, y su implicacion
en la vias de sefalizacion de los tumores ha tomado mas importancia. Recientemente se han utilizado otros
marcadores como la proteina involucrina, componente esencial en la envoltura celular observada en las capas
corneas de la piel, como factor asociado a deprivacion de oxigeno y marcador de diferenciacion, que se
desregula en carcinomas de células escamosas pobremente diferenciados, dando pie al uso dentro de un panel

de marcaje pronostico. (22,23,24)

Inmunohistoquimica en el estudio de Carcinoma de Células Escamosas de la Piel

En el caso de carcinoma de células escamosas existen mas tipos de marcadores entre los que se utilizan
algunos como p63 que es marcador de transcripcion nuclear de la familia de los genes supresores de tumor que
actua como factor de transcripcién regulando la progresién del ciclo, manteniendo la capacidad de proliferacion
o induciendo apoptosis, o0 marcadores de citoqueratina como CK5 que es de alto peso molecular, CK7 que es
un filamento intermedio, AE1/AE3 (pancitoqueratina) que son citoplasmaticos o el p53 como marcador de gen
supresor, que es nuclear.(11,18,19,24) Algunos marcadores que se han utilizado para poder explicar el
prondstico de los pacientes, por ejemplo en el caso del carcinoma de células escamosas la expresion de VEGF
(factor de crecimiento del endotelio vascular) y el VEGFR (receptor del factor de crecimiento del endotelio
vascular), se han estudiado para determinar la angiogénesis como se menciona de microvascularizacion
fundamental en el crecimiento y metastasis de los tumores, la observaciéon temprana de estos marcadores

pueden auxiliarnos en la determinacion del comportamiento del tumor y por ende su prondstico y ademas se
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abre la ventana como un blanco terapéutico. Se ubican a HIF y p53 como determinantes en la agresividad,
metéastasis y tratamiento de tumores. La posibilidad de utilizar un mayor panel de marcadores permite poco a

poco determinar para cada caso una mejor accién diagnostica, terapéutica y pronéstica. (71)

33



IV. Materiales y Métodos
1. Obtencion de muestras

Se realiz6 a partir de archivos de la Unidad Servicios de Diagnéstico y Constatacién (USEDICO) del Centro de
Ensefianza, Investigacion y Extensién en Produccion Animal en Altiplano (CEIEPAA) de la Facultad de Medicina
Veterinaria y Zootecnia de la Universidad Nacional Autonoma de México, asi como de muestras recibidas entre
en el periodo comprendido de 2008 al 2016 de pacientes sospechosos con carcinoma de células escamosas en
piel y mastocitoma cuténeo, se recolectaron las piezas quirurgicas, sin importar sexo o edad. Las muestras
obtenidas para el estudio de un total de 48 pacientes (100%), 19 pacientes, el 39.6% presentaron Carcinoma de
Células Escamosas (CCE) (Figura 9) de estos el 68.5% fueron perros y 31.5 % eran gatos, en el caso de
Mastocitoma (Figura 8) el total fueron 29 pacientes, el 60.4% de las muestras, todos perros. El total de gatos en
el estudio fueron el 12.5%. Las muestras fueron conservadas en bloques de parafina y posteriormente se
usaron cortes de 3 ym y se identificaron utilizando una tincion de Hematoxilina Eosina para ambos tumores, se
us6 ademas una tincion de Azul de Toluidina en el caso de mastocitoma. Se utilizé un formato de recepcion de
la muestra, fotografias de la masa pre y postquirirgica, y la masa a estudiar. Se realizd6 una prueba de la
persistencia y uso de los epitopes de los antigenos en los tejidos en parafina haciendo una primera revisién de
residuos de formol con la tincién de Hematoxilina Eosina y posterior utilizacién del biomarcador vimentina para

verificar exceso en el marcaje de fondo. (Figuras 1, 2y 9)

2. Biomarcadores

Se utilizan como biomarcadores para inmunohistoquimica en mastocitoma a Ki67, CD117, HIF-1a y VEGF. Se
utilizan como biomarcadores para inmunohistoquimica en carcinoma de células escamosas a Ki67, CD117,
HIF-1a y VEGF. Con la finalidad de entender si el tejido presentaba alta actividad hipdxica se decidid
seleccionar al biomarcadores anti-HIF-1a y al ser un factor que induce la actividad de angiogénesis también se
selecciond anti-VEGF para corroborar la relacion entre la hipoxia del tejido y la respuesta a la reoxigenacioén a
través de VEGF, en el caso de alguno tumores como el mastocitoma se tiene bien reconocido como
biomarcador de actividad celular al anti-CD117 y de varios tumores el indice de proliferacién ha arrojado datos
consistentes de actividad celular usando el biomarcador anti-Ki67. Los biomarcadores utilizados fueron, HIF-1a
clona GTX127309 GeneTex 1/200 policlonal conejo, VEGF clona RBT-VEGF BioSB prediluido monoclonal
raton, Ki67 clona EP5 BioSB 1/100 monoclonal raton, CD117 clona EP10 BioSB 1/100 monoclonal raton.
(Figuras 7, 8 y 10)

3. Técnica de Inmunohistoquimica

Se realizé la técnica de inmunohistoquimica segun instrucciones del fabricante y por el protocolo en capilaridad
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con cortes de 1 a 2 ym de los bloques fijados con parafina que previamente fueron seleccionados y colocados
en un microarreglo de tejidos. Se utilizé un sistema de deteccion libre de biotina por polimero universal HRP
(horseradish peroxidase) MACH1* de BioCare Medical de dos pasos, como cromégeno se utilizo
diaminobenzdina (DAB) de DAKO*.

Para el protocolo utilizado: Ver anexo 1*

4. Criterio de gradacion

El criterio de graduacion utilizado para los casos de mastocitoma fue por la graduacién Patnaik (Patnaik et al.,
1984) donde el grado | tiene lesiones delimitadas a la dermis y zona interfolicular, con células bien
diferenciadas, organizadas en grupos o agregados separadas por fibras de colageno, con células redondas, con
citoplasma abundante y granulos intracitoplasmicos bien definidos, cromatina condensada y sin presencia de
mitosis, con minimo edema y necrosis. En el grado Il se aprecian células que infiltran hacia la dermis profunda
y tejido subcutaneo, de celularidad moderada a alta, con células pleomoérficas grandes y redondas, organizadas
en grupos de escaso estroma, que puede ser mas denso y rico en colagena, los granulos tienden a ser un poco
mas finos y de menor observacion, con cromatina mas dispersa y un conteo mitético bajo de 0-2 mitosis por
campo, se aprecian zonas de edema y necrosis. El grado Il las células infiltran y reemplaza tejidos profundos,
son de tipo pleomorfico redondas, con vesiculas, nucléolos prominentes y binucleadas, organizadas de forma
compacta, de citoplasma escaso, granulos finos y dificiles de observar, con un estroma abundante, fibrovascular
o fibrocolageno denso y areas de hialinizacion, las mitosis son frecuentes de 3 a 6 por campo con edema
hemorragias y areas de necrosis.

Con la modificacién de Kiupel (Kiupel et al., 2011) donde el grado alto presenta kariomegalia (al menos 10%
varien 2 veces el tamafo), presencia de células con nucleos multiples (3 0 mas nucleos), nucleos bizarros (3 o
mas, llamados atipicos con marcadas identaciones, segmentaciones o formas irregulares) y un namero de
figuras mitdtica de 7 figuras por 10 campos en 400X, y el grado bajo donde no estén incluidas las
caracteristicas del criterio alto.

Para carcinoma de células escamosas de piel el criterio de clasificacion fue por el grado de diferenciacion
celular y arquitectura modificado del tipo descriptivo de Broder en tres grados (Wright, 2012), donde el grado |
esta bien diferenciado con menos del 25% de células indiferenciadas, el grado Il es moderadamente
indiferenciado con menos del 50% de células indiferenciadas, el grado Ill pobremente diferenciado con mas del

75% de células indiferenciadas.

Ambos tumores observados con las tinciones con HE y azul de Toluidina y para las tinciones de IHQ se utiliz6 el
sistema APERIO para analisis automatizado de imagenes con microarreglo de tejidos. Se definieron los

parametros para el sistema automatizado de imagenes con HIFMe (Hypoxia Inducible Factor 1 Alpha
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Membrana), HIF Nu (Hypoxia Inducible Factor 1 Alpha Nuclear), HIF PT (Hypoxia Inducible Factor 1 Pixeles
Totales), CD117 Me (Hypoxia Inducible Factor 1 Alpha Membrana), CD117PT (Cluster of Differentiation 117
Pixeles Totales), VEGF PT (Vascular Endothelial Growth Factor Pixeles Totales), Ki67Nu (Ki67 Nuclear) y Ki67
PT (Ki67 Pixeles Totales).

5. Andlisis estadistico

El analisis estadistico utilizado fue realizado con el programa SPSS version 20. La parte descriptiva se
distribuyé de acuerdo a los grados Patnaik y Kiupel para Mastocitoma y por grado de diferenciacion y
arquitectura en Carcinoma de Células Escamosas. Se utiliza la prueba de Kruskal-Wallis para comprar el
numero de pixeles entre marcadores y los valores de la mediana para los pixeles de cada marcador. Se realizd
la prueba de correlacion de Spearman para los valores de ambos tumores, considerandose correlaciones muy
débiles de 0 a 0.19, débiles de 0.2 a 0.39, moderadas de 0.4 a 0.59, fuertes de 0.6 a 0.79 y muy fuertes de 0.8 a
1.
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VI. Resultados
1. Obtencion de muestras

Se obtuvieron de 48 pacientes, 19 pacientes (39.6%) presentaron Carcinoma de Células Escamosas (CCE) de
estos el 68.5% (13/19) fueron perros y 31.5 % (6/19) eran gatos, en el caso de Mastocitoma el total fueron 29
pacientes, el 60.4% de las muestras, todos perros. El total de gatos en el estudio fueron el 12.5%. (Cuadro 2,
Figura 19).

2. Biomarcadores

Se obtuvo marcaje positivo para Mastocitoma de los biomarcadores HIF-1a, VEGF, CD117, Ki67 en algunas de
las muestras como se observa en el biomarcador HIF-1a (Figura 11), para el biomarcador VEGF (Figura 12),

para el biomarcador CD117 (Figura 13) y para el biomarcador Ki67 (Figura 14).

La presencia de marcaje de IHQ fue positivo para Carcinoma de Células Escamosas de los biomarcadores
HIF-1a, VEGF, Ki67 y CD117 como se observa en el biomarcador HIF-1a (Figura 15), para el biomarcador
VEGF (Figura 16), para el biomarcador CD117 (Figura 17) y para el biomarcador Ki67 (Figura 18).

3. Técnica de Inmunohistoquimica

Para el protocolo utilizado: Ver anexo 1*

4. Criterio de gradacion

En el los 29 casos de Mastocitoma los resultados de la clasificacion histologica por Patnaik fue grado 1 en 14
muestras (48.2%), grado 2 en 14 muestras (48.2%) y grado 3 en 1 muestra (3.4%), para Kiupel fue grado bajo
en 19 muestras (65.5%) y grado alto en 10 muestras (34.5%). (Cuadro 2 y 3, Figuras 20y 21)

En el caso de las muestras de Carcinoma de Células Escamosas los resultados de la clasificacion histolégica
fue 6 casos de bien diferenciado (31.57%), 11 casos de medianamente diferenciado (57.8%) y 2 casos de

pobremente diferenciado, ambos perros (10.53%). (Cuadro 4, Figura 22 y 23)

5. Analisis estadistico

Se utilizé un sistema automatizado de analisis para la identificaciéon de los marcadores utilizados en la
inmunohistoquimica de HIF-1a, VEGF, CD117, Ki67 y estandarizacion de los mismos. Los parametros que el
usuario definié sobre estos pixeles se cuantificaron, utilizandose un equipo de marca Aperio ImageScope, Leica
Biosystems®, que cuantifica los pixeles positivos a través de un algoritmo, donde las zonas marcadas se
recavaron en el analisis de cada imagen escaneada. Se evalud la presencia del marcaje para cada uno de los

marcadores y en los diferentes grados de clasificaciones del tumor de acuerdo a criterios histopatologicos.



Mastocitoma (Diferentes grados y clasificaciones)

En el caso del mastocitoma la distribucion que presenté el biomarcador HIFMe (Hypoxia Inducible Factor 1
Alpha Membrana) fue el que mas numero de registro en pixeles totales tuvo en el conteo, siendo la distribucion
por grado Patnaik con 6263 pixeles para el grado |, el mas alto en el grado Il Patnaik con 7888.429 y 7145 en el
grado lll. Para la clasificacién Kiupel el grado bajo presentd 5724.579 pixeles y el grado alto con mayor numero
de pixeles en 9649.8, con las desviaciones estandar mas altas. (Figuras 24,25,26,27)

Para CD117 Me (Hypoxia Inducible Factor 1 Alpha Membrana) presentdé segun el grado Patnaik | con 3612.714
pixeles, y en el grado Il con 5789.929 pixeles con el conteo mas alto en el grado Ill Patnaik con 6971 pixeles.
Para la clasificacion Kiupel el grado bajo presentd 3848.316 pixeles y en el grado alto Kiupel con 6549 pixeles.
Y en cada caso ademas, mostraron las desviaciones estandar mas altas. (Figuras 24,25,26,27)

Para HIF Nu (Hypoxia Inducible Factor 1 Alpha Nuclear) la distribucién por grado Patnaik con 661 pixeles para
el grado |, el mas alto en el grado Il Patnaik con 629.9286 y 616 en el grado lll. Para la clasificacion Kiupel el
grado bajo presenté 563.21 pixeles y el grado alto con mayor niumero de pixeles en 798.8. Para HIF PT
(Hypoxia Inducible Factor 1 Pixeles Totales) la distribucion por grado Patnaik con 661.28 pixeles para el grado |,
el mas alto en el grado Il Patnaik con 815.42 y 1206 en el grado lll. Para la clasificacién Kiupel el grado bajo
presentd 623 pixeles y el grado alto con mayor numero de pixeles en 1004.3. (Figuras 24,25)

Para Ki67Nu (Ki67 Nuclear) la distribucion por grado Patnaik con 873.42 pixeles para el grado |, el mas alto en
el grado Il Patnaik con 1044.64 y 1210 en el grado lll. Para la clasificacion Kiupel el grado bajo present6 752.84
pixeles y el grado alto con mayor nimero de pixeles en 1375.9. (Figuras 24,25)

En el caso del mastocitoma de los marcadores observados VEGF fue el que mantuvo las expresiones mas
bajas, pero mantuvo un aumento en pixeles totales segun progresaba el grado tanto en la clasificacion Patnaik
(173 para grado |, 221 para grado Il y 262 para grado Ill) como en la clasificacion de Kiupel (121 para grado
bajo y 164 para grado alto). El biomarcador con el registro mas bajo fue observado en VEGF PT (Vascular
Endothelial Growth Factor Pixeles Totales) siendo mas bajo en el grado | Patnaik y grado bajo Kiupel, asi mismo

con las desviaciones estandar mas pequenfas. (Figuras 24,25)

Carcinoma de Células Escamosas de Gatos (Diferentes grados)

En el caso del Carcinoma de Células Escamosas para los pacientes felinos, no se obtuvieron casos grado
pobremente diferenciado. La distribuciéon del biomarcador con alta expresioén resultd ser CD117Me en el grado
bien diferenciado de 1677.5 pixeles y 5176 pixeles en el grado medianamente diferenciado comportandose con
expresion mayor segun el grado. (Figuras 28)

La distribucién del biomarcador HIFMe fue el de mayor niumero de pixeles totales en el conteo, comportandose
con expresion mayor segun el grado en el bien diferenciado de 2649.5 pixeles y 8976 pixeles en el grado
medianamente diferenciado. (Figuras 28)

Los demas marcadores tuvieron expresiones considerablemente mas bajas yendo desde los grados bajos con
168 pixeles de CD117PT (Cluster of Differentiation 117 Pixeles Totales) en el grado bien diferenciado y 334 en
el grado medianamente diferenciado, el Ki67 PT (Ki67 Pixeles Totales) fue en grado bien diferenciado de 297.5
pixeles y de 553 pixeles en el grado medianamente diferenciado. En el caso de HIFNu y Ki67Nu (Ki67 Nuclear)

mantuvieron numeros de expresion semejante 302 y 465 respectivamente en los grados bien diferenciado y
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pero en el grado medianamente diferenciado fue mucho mayor con 1413.25 para HIFNu y 1160.5 para Ki67Nu.
Para HIFPT (Hypoxia Inducible Factor 1 Alpha Pixeles Totales) en el grado bien diferenciado fue de 737 pixeles
y de hasta a 1096 pixeles en el grado medianamente diferenciado. Para el marcador VEGF el conteo fué196.5
pixeles en grado bien diferenciado y 488.5 pixeles en grado medianamente diferenciado. En general la

expresion aumento segun el grado. (Figuras 28)

Carcinoma de Células Escamosas de Perros (Diferentes grados)

En el caso del Carcinoma de Células Escamosas en perros se pudieron observar casos en tres grados de
clasificacion histopatolégica. (Figura 22)

La distribucion del biomarcador CD117Me fue de niveles altos de pixeles, en el grado bien diferenciado fue de
1619.5 pixeles, 3217.429 pixeles en el grado medianamente diferenciado y 1837 pixeles en el grado
pobremente diferenciado, con una disminucién del grado medianamente diferenciado al pobremente
diferenciado, pero manteniéndose el grado pobremente diferenciado en nimero mayor al bien diferenciado.

La distribucién del biomarcador HIFMe fue el de mayor numero de pixeles totales en el conteo, comportandose
con expresion en el grado bien diferenciado de 25912.5 pixeles, 4023.714 pixeles en el grado medianamente
diferenciado y 2597.5 pixeles en el grado pobremente diferenciado. (Figura 29)

Los demas marcadores tuvieron expresiones considerablemente mas bajas yendo desde los grados bajos con
166.5 pixeles de CD117PT en el grado bien diferenciado, 386.85 pixeles en el grado medianamente
diferenciado y 143 pixeles en el grado pobremente diferenciado y el Ki67PT fue en grado bien diferenciado de
221.5 pixeles, de 763 pixeles en el grado medianamente diferenciado y 74.5 pixeles en el grado pobremente
diferenciado, siendo menor la expresion en este caso en el grado pobremente diferenciado de ambos
marcadores. En el caso de HIFNu y Ki67Nu mantuvieron nimeros de expresion semejante 355.25 y 357.5
respectivamente en los grados bien diferenciado, en el grado medianamente diferenciado fue de 619 pixeles
para HIFNu y 726.71 pixeles para Ki67Nu, los grados pobremente diferenciados fueron de 467.5 pixeles y 222.5
pixeles en grado pobremente diferenciado para Ki67Nu, este ultimo tuvo la menor expresion en el grado
pobremente diferenciado. Para HIFPT en el grado bien diferenciado fue de 592 pixeles y de 877 pixeles en el
grado medianamente diferenciado pixeles y 727 pixeles en el grado pobremente diferenciado. Para el marcador
VEGF el conteo fue de 395 pixeles en grado bien diferenciado, 884.57 pixeles en grado medianamente
diferenciado y 127.5 pixeles en grado pobremente diferenciado. (Figura 28) En este caso existié una expresion
menor de marcadores en el grado pobremente diferenciado de CD117PT, Ki67Nu, Ki67PT, VEGFPT. (Figura
29)

Comparacioén entre Carcinoma de Células Escamosas y las Especies.

En el caso del Carcinoma de Células Escamosas, la distribucidon por especie mostré que el HIFMe fue el
biomarcador que mas registro en pixeles totales tuvo en el conteo, siendo el mas alto en el caso de los felinos
que en los perros, seguido de CD117 Me de igual forma, en el caso del mastocitoma fueron también los
marcadores con mayor conteo de pixeles. Ademas fueron estos marcadores HIFMe y CD117Me los que
mostraron las desviaciones estandar mas altas en los tres grados. En el caso de los perros el biomarcador con

el registro mas bajo fue observado en Ki67 PT en el Carcinoma de Células Escamosas y en el caso de los
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felinos fue VEGFPT en el mismo tumor y en el Mastocitoma en perros. Con respecto a las desviaciones
estandar mas pequefias fueron en gatos HIF 1aNu 119.5 en el grado bien diferenciado del Carcinoma de
Células Escamosas y en perros con el Carcinoma de Células Escamosas Ki67PT con 99.7, en el caso de
Mastocitoma se registro con el marcador VEGFPT en el grado | Patnaik con 121.9 y Kiupel grado bajo con

122.18. VEGFPT tuvo en general en todos los tumores una expresion baja. (Figuras 25,26 28 y 29).

Correlaciones entre biomarcadores para Mastocitoma y Carcinoma de Células Escamosas

En el caso del Mastocitoma se realizé la prueba de correlacién de Spearman y mostraron desde fuertes a muy
fuertes asociaciones entre marcadores de manera general. HIFNu present6 el promedio de correlaciones mas
bajas con los demas marcadores siendo su mas alto con VEGFPT con 0.8279 de tipo muy fuerte y la mas baja
con CD117Me con 0.7103 de tipo fuerte. La correlacion mas alta sucedié entre HIFMe y HIFPT de tipo muy
fuerte con 0.9448, seguida de HIFMe con CD117Me de tipo muy fuerte con 0.9093. HIFMe y CD117Me fueron
los biomarcadores que mantuvieron correlaciones muy fuertes con la mayoria de los demas, exceptuando las
marcadas como asociaciones fuertes de CD117Me con HIFNu ( 0.7103) y VEGFPT (0.7239) y HIFMe con
HIFNu (0.7586), VEGFPT (0.7459) y Ki67Nu (0.7128). Las correlaciones mas bajas se presentaron entre
Ki67Nu y VEFGPT con 0.638995 siendo de tipo fuerte. (Figuras 30,31,32,33)

En las divisiones por grado histolégico, las correlaciones de menor nivel sucedieron en Kiupel de grado bajo con
Ki67Nu con CD117PT (0.5508) como asociacion moderada y en el grado alto con Ki67Nu y HIFPT (0.6121) de
tipo fuerte. El biomarcador con el promedio mas bajo en Kiupel de grado bajo fue Ki67Nu (0.7034) que se
considera fuerte. En el grado Kiupel alto hubo dos correlaciones con menor promedio CD117Me y Ki67Nu
(ambas de 0.7523) de tipo fuerte. Las correlaciones mas altas sucedieron en la clasificacion Kiupel de grado
bajo fue con HIFPT y HIFMe (0.9859) de tipo muy fuerte, seguido de HIFMe y CD117Me (0.9105) de tipo muy
fuerte, en Kiupel grado alto sucedi6 la mayor asociacion entre HIFNu y VEGFPT, Ki67PT y VEGFPT (0.9393)
ambas de tipo muy fuerte, seguido de HIFPT y Ki67PT (0.9272) también de tipo muy fuerte. El promedio mas
alto de correlaciones sucedio en Kiupel grado bajo HIFMe (0.8412) y en el grado alto Ki67PT (0.8943). (Figuras
30,31,32,33)

Las correlaciones en el caso de la clasificacion de Patnaik mostraron que el nivel mas bajo de asociacion
sucedio en el grado | entre HIFMe y VEGFPT (0.7494) de tipo fuerte, en el grado Il entre Ki67Nu y VEGFPT
(0.4329) de tipo moderado y en el grado Il al haber solo un dato no fue considerado. El grado Il Patnaik mostrd
tener las correlaciones de menor valor en diferentes marcadores. El biomarcador con el promedio mas bajo en
la clasificacion Patnaik grado | fue con VEGFPT (0.8102) con asociacién de tipo muy fuerte y en el Patnaik
grado Il fue Ki67Nu (0.608) con asociacion de tipo fuerte. Las correlaciones de mayor nivel en la clasificacion
Patnaik en el grado | sucedio en la asociacion de HIFMe y HIFPT (0.9912) de tipo muy fuerte, seguido de HIFNu
y KI67Nu (0.978) de tipo muy fuerte, en el grado Il Patnaik sucedi6 entre HIFMe y CD117PT (0.9384), seguido
de HIFMe y Ki67PT (0.9296) de tipo muy fuerte. El promedio mas alto de correlaciones en el grado Patnaik
grado | fue Ki67PT (0.8703) y en el grado Patnaik Il (HIFPT) (Figuras 30,31,32,33) Comparando las dos
clasificaciones y grados el promedio de correlaciones fue menor en el grado |l Patnaik (0.7873) y mayor en el
grado | Patnaik (0.848)

En el caso del Carcinoma de Células Escamosas se realiz6 la prueba de correlacion de Spearman tanto en los
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casos de perros como de gatos. Se pudo observar que el promedio de las correlaciones mas débiles
sucedieron en el tumor de Carcinoma de Células Escamosas en los perros, entre ellos la correlacion mas
débil fue entre el grado y el biomarcador VEGF PT que fue negativo -0.018 (muy débil) (Figura 25), siendo el
grado ademas el de promedio general contra todos los otros biomarcadores mas bajo con 0.102 (Figura 26), el
comportamiento del grado tuvo mejor correlacion en gatos con 0.49 (moderada) que en perros que fue 0.2
(débil). La correlacién mas fuerte sucedio entre HIF Nu con HIF PT con 0.9 (muy fuerte) seguido de HIF Me con
Ki67 Nu de 0.863 (muy fuerte) (Figura 27), y el promedio de correlaciones mas fuerte sucedioé contra todos los
otros biomarcadores con el biomarcaje CD117Me con 0.69 (Figura 24). En el caso de los gatos el promedio de
correlaciones del tumor Carcinoma de Células Escamosas se comporté con valores mas altos que los perros,
entre ellos la correlacion mas débil fue negativo entre el biomarcador HIF Nu con HIF PT con -0.029 (Figura
28) siendo el promedio de correlaciones mas débiles entre el biomarcaje HIF-1a Nu con 0.2 (Figura 30) y la
correlacién mas fuerte sucedié entre varios biomarcadores con 0.94 con Ki67 Nu contra HIF Me, CD117Me y
VEGF PT, y de VEGF PT con CD117 Me (Figura 31) y el promedio de correlaciones mas fuerte sucedioé con el
biomarcaje Ki67 Nu. (Figuras 34 y 35)

Se utilizé la prueba de Kruskal — Wallis, para comprar el nimero de pixeles entre marcadores, y los valores de
la mediana para los pixeles de cada marcador.

En el caso del Mastocitoma se obtuvieron los siguientes resultados de CD117Me (3815), HIFMe (6247),
HIFNuc (607), Ki67Nu (795), VEGFPT (178). Kruskal-Wallis chi-squared = 93.073, df = 4, p-value < 2.2e-16. Por
lo cual si hay diferencias entre las medianas de los grupos entre los biomarcadores HIFNuc con CD117Me y
HIFMe, del biomarcador Ki67Nu con CD117Me y HIFMe, y el biomarcador VEGFPT con CD117Me, HIFMe,
HIFNuc, Ki67Nu.

En el caso del Carcinoma de Células Escamosas en los gatos se obtuvieron los siguientes resultados de
CD117Me (3468.5), HIF1aM (5401.0), HIF1aNu (956.0), Ki67Nu (822.0), VEGFPT (408.5). Kruskal-Wallis chi-
squared =12.51183, df= 4, p-value 0.01392462. Por lo cual se aprecia que si hay diferencias entre las medianas

de los grupos entre los biomarcadores HIF1aM con Ki67Nu.

En el caso del Carcinoma de Células Escamosas en los perros se obtuvieron los siguientes resultados de
CD117Me (2779), HIF1aM (2592), HIF1aNu (435), Ki67Nu (428), VEGFPT (510). Kruskal-Wallis chi-squared =
27.55595, df = 4, p-value = 1.534318e-05. Por lo cual se aprecia que si hay diferencias entre las medianas de
los grupos entre los biomarcadores HIFM con HIFNu, HIFM con Ki67Nu y HIFM con VEGFPT.
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VII. Discusion

En el caso del tumor Carcinoma de Células Escamosas en los gatos presenta correlaciones positivas entre el
grado y los biomarcadores usados, de manera mas alta que en perros, encontrandose en los gatos
asociaciones moderadas a fuertes y en perros como débiles, posiblemente influenciado en la presentacién mas
agresiva que llega a ser observado en esta especie, pero con respecto a la agresividad o prondstico de
manera menos clara. Los biomarcadores con mas expresion resultaron ser CD117Me, HIFMe comportandose
con expresion mayor segun el grado, los demas marcadores tuvieron expresiones considerablemente mas
bajas en los grados bajos de CD117PT, HIFPT, Ki67PT VEGF y de HIFNu, pero la expresion mantuvo un
aumento segun el grado. Por lo cual la actividad celular y el efecto hipoxico y se incrementa conforme el tumor
avanza segun lo que se conoce en cuanto al grado histoldgico y podriamos esperar al aumento en la expresion
de estos. (16,17,20,26,60,68,69)

En el caso de Ki67Nu y HIFNu mantuvieron numeros de expresion semejante respectivamente en los grados
bajos y en los grados altos Registros que pueden ser similares a otros estudios en cuanto a que aumenta la

expresion segun el grado. (53,54,69)

En el caso del Carcinoma de Células Escamosas para los pacientes caninos los biomarcadores como
CD117Me y HIFMe tuvieron mayor expresion, y fue significativa la diferencia con los demas marcadores, En
comparacioén con la expresion de HIF-1a , la expresion de VEGF se observo en conteos relativamente bajos, el
comportamiento de HIF-1a en este nos indica una respuesta fuerte a hipoxia, sin embargo la respuesta
esperada de angiogénesis por VEGF no presenta los niveles tan elevados, pudiendo sugerir que no sea la
primer via de senalizaciéon o que no es la via mas importante en la actividad que tiene este tumor, sabiendo
que presenta un proceso agresivo inflamatorio pero que su via de expansion es de preferencia linfatica, nos
sugiere que la angiogénesis pudiera no estar participando tan intensamente como lo hacen otras vias. Existe un
aumento segun el grado, que aunque es notorio del grado bien diferenciado al medianamente diferenciado, no
continua hacia el pobremente diferenciado, aunque se mantiene por encima de valores del grado bien
diferenciado, pudiera explicarse la falta de un mayor nimero de casos en el grado pobremente diferenciado que
modifiquen la tendencia y expliquen mas claramente la relacion entre el grado de alteraciéon del tumor y la

expresion de su actividad a través de los marcadores.

En el caso del mastocitoma de los marcadores observados VEGF fue el que mantuvo las expresiones mas
bajas de todos ellos, pero mantuvo un aumento segun progresaba el grado tanto en la clasificacion Patnaik
como de Kiupel. Al ser un tumor con una alta tasa de actividad y procesos celulares que permiten una
expansion y metastasis rapida en grados altos, se hubiera esperado una actividad de VEGF al mismo nivel o
semejante a su proceso de sefalizacién como lo es HIF-1a .

Ki67 se comportdé como lo expresan otros estudios siendo mas bajo en el grado | Patnaik y mas alto en el
grado lll Patnaik, pero no asi con respecto a la graduacion Kiupel, donde Ki67 fue menor en el grado alto,
pudiendo deberse a que ninguna clasificacion histopatolégica determina adecuadamente el comportamiento
biolégico y aqui se observa un parametro que indica actividad celular que nos hace pensar en que refleja de

forma mas adecuada o delinea las diferencias subjetivas entre grados. Siendo el Ki67 un marcador que nos
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indica actividad celular presente, en un grado histolégico alto con mayores cambios morfologicos en el tumor, es
esperado que su actividad fuera a la par con esos cambios, favoreciendo un creciente nimero de mutaciones y
por ende reacciones mas severas para el microambiente y complicaciones al paciente. (11,32,60,61,62,63)

En el caso del CD117Me y CD117PT también mostré una mayor expresion en el grado Il Patnaik y fue menor
con cada grado, e igualmente con los grados Kiupel que en otros estudios se aprecia un cambio en este
marcador, el CD117 es un marcador de la actividad receptora de tirosin kinasa como sefial de crecimiento, con
lo cual su presencia nos muestra una actividad mayor segun el grado, alteracion que se ha encontrado en
otros estudios, la finalidad de demostrar su actividad mayor segun el grado y no solo la presencia del marcaje,
orienta a ubicar cambios no solo en conformaciéon sino en interaccion con el microambiente tumoral
(11,20,32,60,68,69,70)

En el caso de HIF-1a su comportamiento en los grado Il fue mayor que en el grado | segun Patnaik siendo
entonces mayor segun el grado, pero aunque si se presentd mas alto en el grado Il Patnaik contra el grado |,
no fue el de mas alto nivel de los tres grados presentados siendo el grado |l donde sucedi6 el valor mas alto,
pudiendo hipotetizar que no es tan sensible para estos casos, aunque el nimero de pacientes para grado lll
podria estar subrepresentada y es necesario un mayor numero de casos para determinar si continua la
tendencia, ademas que la expresion mas notoria fue de tipo membranal. En el caso de la expresién nuclear
sucedié en modo inverso y con expresién menor a la observada para HIF-1a membranal, y para la expresion
total de HIF-1a si fue mayor la expresion observada segun el grado Patnaik aumentaba. En el caso del grado
Kiupel tanto el HIF-1a membranal, nuclear y el total sucedié la expresiéon en modo inverso al grado siendo
menor la expresion en el grado alto, por lo que podria pensarse que los casos en los que histopatolégicamente
no era claro si presentaban cambios que los definiera como grado Il o Ill Patnaik, se esperaria que la
clasificacion Kiupel ajustara esa situacién por lo que en ambos aumentarian la expresion de HIF-1a ya que
serian de clase alta en esta graduacién,con una actividad biolégica incrementada y no menor. Aunque los
cambios histopatoldgicos se interpretan como de grado alto Kiupel o Patnaik Il o Ill, biolégicamente su actividad
los reclasifica como de menor intensidad, si bien la expresion y cambios histopatoldgicos fue en ambos mayor
que en el grado | Patnaik, aunque es necesario realizar pruebas mas especificas con lo datos analizados para
ubicar la via de sefializacion que es utilizada en los diferentes biomarcadores con lo cual se pueda determinar la
influencia especifica que tiene cada uno en el desarrollo tumoral y su actividad de transcripcién génica. Sin
embargo la presencia de estos marcadores demuestra que existe actividad en el tumor y refleja en cierto
manera el grado histopatologico .

Se encontré marcaje de HIF-1a a nivel membranal en ambos tumores, localizacidon que no es la comunmente
reportada y hasta el momento de la impresion no fue posible encontrar en otro estudio de estos tumores como
mastocitoma y carcinoma de células escamosas o algun otro tumor donde se pueda ubicar la localizacion
membranal. Existen estudios sobre los cambios en localizacién de la expresion en los biomarcadores en
diversos patologias, se reconoce a la ubicacién atipica de algunos marcadores como indicador de que las
proteinas han sufrido cambios subcelulares y es la razén por la cual son localizados de esta manera, indicativo
de una enfermedad como sucede en el cancer (Kumar, 2014), razéon que lleva a pensar que el marcaje
membranal observado con HIF-1a a nivel membranal, y que mantiene caracteristicas consistentes entre las

muestras, pudiera relacionarse a mutaciones en la localizacién de la sefializacién celular asi como sucede con
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otros marcadores en tumores como en el carcinoma hepatocelular ROBO1 (Roundabout homolog 1), en tumor
mamario humano BTNL2 (butyrophilin like 2), en cancer de prostata RASGRF2 (Ras protein specific guanine
nucleotide releasing factor 2) o en tumor de vejiga FGFR10P2 (Fibroblast growth factor receptor oncogene
partner 2) o en cancer prostatico HIF-1a (Kimbro KS, Simons JW, 2006), las mutaciones son una pauta en
diferentes tumores para reconocer un cambio vy tipo de neoplasia (Scherer, 2007) como biomarcadores
NOTCH1 (Notch homolog 1, translocation-associated (Drosophila)) en carcinoma de células escamosas de
pulmén, MLL2 (Lysine-specific methyltransferase 2D) en carcinoma de células escamosas (Rudin, 2012), EGFR
en tumor de pulmén (Bruin E, 2015), BRAF (B-Raf proto-oncogene, serine/threonine kinase) en
adenocarcinomas o PTEN (Phosphatase and tensin homolog) en cancer de células pequefias de pulmén
(Devarakonda, 2015) donde una mutacion puede suceder en alguna proteina especifica, asi, algunos estudios
sugieren que la activacion patolégica de estos biomarcadores pudiera evidenciar un trastorno especifico
asociado y a través del analisis de todo el genoma se ha demostrado en tumores sélidos que suelen contener
que entre 20-100 genes que codifican proteinas estan mutados (Qing Wang, 2011), por lo que ubicar proteinas
que sefalicen oportunamente modificaciones que confieran algun tipo de variacién es vital. Pueden usarse
técnicas mas precisas para la determinacién de actividad tumoral presente, como lo es en plasma con la
prueba Circulating cell-free DNA (cfDNA) donde se puedan ubicar fuentes de mutacion tumoral activas (Garm
Spindler, 2015). El detectar nuevas vias de sefalizacion o encontrar mutaciones y alteraciones en la ubicacién
de un biomarcador puede ser la primer pauta a descubrir estas actividades anémalas, a la vez que se podran
reconocer nuevas subclasificaciones o estirpes en general (Chen, 2017). En casos como en el Carcinoma de
Células Escamosas en humanos se han identificado una cantidad frecuente de mutaciones detectables con
biomarcadores (Graves, 2012) Esto transformara nuestra vision sobre la realidad de la actividad tumoral y el
actual control que se debiera tener sobre el tumor, asi como el uso de medicamentos mas especificos de
acuerdo al momento especifico de actividad en la vida del tumor y por ende se hace vital poder ubicar
cualquiera de los cambios que se estan llevando a cabo, sea en la la forma, la cantidad, la calidad o la

localizacion de una proteina.

El microambiente que rodea a este conjunto de células anormales favorece el suministro de factores de
crecimiento y factores mitogénicos, con lo cual el potencial de desarrollo de este tipo de células puede ser
alcanzado de una manera mas eficiente. Cuando estos tumores soélidos mantienen zonas dentro de su
microambiente con un flujo empobrecido de oxigeno las secuelas dadas por hipoxia marcan un cambio en su
funcionamiento y es en el metabolismo energético el que se debe tener un control mayor por parte del tejido, ya
que al irse transformando el tumor, sus necesidades se ven corregidas por estos factores de transcripcioén, para
permitir que sobreviva, que tenga facilidad para adaptarse a los cambios, y que prosiga en una cadena de

eventos crénicos para desarrollo. (13-22)

El mastocitoma en piel y el carcinoma de células escamosas de piel son considerados tumores de alta
frecuencia y con caracteristicas fuertemente inflamatorias y angiogénicas, donde la influencia de factores
mitogénicos y de crecimiento principalmente que confluyen en vias de sefalizacion dentro del microambiente
tumoral, y se encontraron correlaciones altas en las expresiones de Ki67 o CD117 con la generacion de HIF-1a
por lo cual las vias de sefializacién normales como tumorales se encuentran activas asi como con la relacion

con VEGF, en conjunto datos reconocidos de proliferacion de indices de Ki67 y mutaciones de la localizacion de
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receptores de tirosin kinasa (CD117) (Markku Miettinen 2005) corroborar esta situacion. En estos tumores existe
un continuo estimulo entre los biomarcadores seleccionados que siguen favoreciendo el desarrollo tumoral y es
importante establecer si la condicién hipéxica aumenta la actividad de mastocitos en ambos tumores y este
proceso inflamatorio incrementa también este estado activo de proliferaciéon utilizando técnicas como la
Circulating cell-free DNA. La expresion de HIF-1a , Ki67, VEGF y CD117 se pudo demostrar en los tumores
Mastocitoma y Carcinoma de Células Escamosas en ambas especies, entendiendo que su utilidad en el
conocimiento del microambiente tumoral y su actividad tanto en procesos inflamatorios, hipdxicos o
angiogénicos es relevante. Las diferencias que aparecieron por grado, tipo de tumor y especie, obliga a realizar
diferentes estudios biomoleculares del tipo gendmico sea trancriptomica y proteémica, entre ellos como el uso
de PCR, microarrelgos de DNA, hibridacién in situ, que permitan al analizar mas a fondo los genes y su
expresion mas detallada para identificar tanto las vias que confluyen o el momento de actividad mas alto con el
fin de ofrecer un mejor panorama para su uso extendido (Poste G, 2001). Con la expresion de HIF-1a en
Mastocitoma y en Carcinoma de Células Escamosas se obtuvieron datos que al observar con otros estudios
estos han encontrados que sirven como factor de agresividad y menor respuesta al tratamiento en tumores, lo
cual permite determinar el proceso a seguir en cada caso y aumenta el valor de su utilidad en nuestro campo.
(49,51,53) Utilizando a su vez marcadores de proliferacién como Ki67, de angiogénesis VEGF y de mutacion de
receptores CD117, permite ubicar estos tumores de comportamiento mas agresivo, los datos indican que existe
esta actividad y aumenta segun el grado, pudiendo observar no solo su presencia (32,33,40,43) Los resultados
obtenidos en relacion con la participacion de HIF-1a y la graduacion histopatoldgica de los tumores aumenta la
importancia de indagar el proceso en el microambiente y las vias de sefializaciéon que confluyen y afectan al
comportamiento biolégico observado en los tumores, pudiendo aclarar etapas de estos mas alla de su forma y
de ser viable antes de que estas alteraciones tengan un cambio observable, los niveles en cada uno de ellos se
tiene que determinar para definir si es posible utilizarlo como un buen indicador en la progresiéon del tumor,
como se ha demostrado en otros tumores. Si bien existen datos mas claros para ciertos tumores en humanos,
algunos estudios en perros no han presentado datos que aporten los mismos resultados (53,54,57) Para el caso
de hipoxia y angiogénesis existi6 una correlacion fuerte entre los biomarcadores HIF-1a y VEGF
considerandose que estarian mostrando actividad de respuesta celular ante hipoxia y por consiguiente la
necesidad de angiogénesis debe ser cumplida. En el caso del mastocitoma las correlaciones marcaron una
asociacion fuerte y muy fuerte, considerando el tipo de actividad del tumor se esperaria esta correlacién aunque
el grado de expresion no haya sido tan elevado. En el Carcinoma de Células Escamosas las correlaciones en
perros se encontraron en niveles de moderada a fuerte y en los gatos de fuerte a muy fuerte, aunque de igual
manera en ambos tumores la expresion de VEGF no estuvo en el mismo nivel que HIF-1a pero fue significativa
la diferencia. Quiza existen criterios no morfolégicos que pueden identificar los diferentes grados de actividad
tumoral que no se identifican unicamente por los cambios morfoldgicos a nivel de microscopia éptica en el tejido

neoplasico.
El creciente interés en definir especificidades como prondstico, prediccion, riesgo a metastasis, proliferacion,

menor respuesta a tratamientos o mayor mortalidad en medicina veterinaria como lo es en medicina humana

favorece la investigacion de biomarcadores en todo tipo de tumores y la busqueda de paneles que definan estas
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interrogantes. Los resultados observados en diferentes estudios en relacion con la participacion de HIF y su
utilizacion en la designacion de prondstico de algunos tumores aumenta la importancia de indagar mas
claramente el proceso por el cual pasan los tumores y la posible identificacion de la etapa tumoral. Si bien
existen datos mas claros para ciertos tumores en humanos, algunos estudios en perros no han presentado

datos que aporten los mismos resultados.(4,5,7,8,9,12,13)

A la vez que los estudios de los procesos neoplasicos van evolucionando y se van descubriendo mas
trastornos que afectan directamente a las células neoplasicas, a su adaptaciéon al entorno y a su creciente
resistencia a los tratamientos que se instauran, se denota un factor sumamente relevante, y es el analisis de
estos procesos de una manera mas eficiente y natural, donde se permite observar la relacion entre células
normales y anormales en un mismo tejido sin control de un ambiente que influye en el desarrollo y su
readaptacion. Todo esto lleva por necesidad a mejores modelos para comprender los procesos de
tumorogénesis, aqui es donde la oncogénesis natural se vuelve clave indispensable para lograr entender esta
brecha de alteraciones provocadas en el laboratorio y las respuestas de interaccion en un individuo sin
modificaciones experimentales. Entre las habilidades mas estudiadas, la comprensién mas profunda y control
de la angiogénesis se torna un punto basico en el manejo del cancer, desde la correccién de un tratamiento
hasta la determinacion en el avance de malignidad del tejido tumoral. El tratamiento ha ido evolucionando con el
conocimiento de la relevancia del control de la angiogénesis tumoral, pues estos tumores asociados
fuertemente a angiogénesis donde se observan valores altos de HIF-1a como carcinoma mamario presenta

mayor agresividad, metastasis y menor rango de supervivencia (Mimeault, 2013, Yamamoto, 2008)

El entendimiento en el desarrollo y evolucidn del cancer ha sido un proceso complejo que se ha ido dilucidando
gracias a las investigaciones en diferentes modelos, la participacion de pacientes en pequefias especies con
situaciones y vidas bajo condiciones similares ofrece una ventaja en la generaciéon de un nuevo conocimiento
que contempla el desarrollo y tratamiento de la enfermedad natural. Existen mudltiples procesos en este
fendmeno, entre ellos la angiogénesis plantea un reto a controlar, pues es un paso fundamental en la
generacion de un tumor, con la formacién de nuevos vasos sanguineos y mejora en la posibilitad de crecimiento
y diseminacion. Mientras mas detalles se conocen en la generaciéon del cancer mas interés se genera en
entender como se modifican y sus las habilidades adquiridas en la manutencién de estas nuevas células para
un desarrollo independiente y continuo, es aqui donde los tumores en las mascotas han ido tomando cada vez
mas relevancia en la medicina veterinaria y humana, si se entiende la necesidad de tener modelos animales de
tumores con un desarrollo de un modo mas natural para compararlo con el de humanos, como sucede ya con
estudios de carcinoma de células escamosas en piel que se produce en cabeza y cuello en perros y gatos,
modelos de varios tipos de cancer en perros, cambios genéticos y utilizacion de farmacos para el tratamiento de
cancer, entre otros. Una correlacién entre los factores conocidos de tipificacion y prondstico aunado a mejores y
mas detallados datos de biomarcadores daran una opcion de entendimiento de los procesos de generacion del
cancer y a un tratamiento por tanto cada vez mas eficaz. Los modelos animales que presentan la enfermedad
natural contienen mas similitud a los ocurridos en humanos, donde el cuidado y atenciones medicas han
permitido un aumento en la calidad de la vida y cantidad de afios y se aprecian de mejor manera los cambios

secundarios a la exposicion diaria en mismo entorno de convivencia con el humano, situacién que en los
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modelos de laboratorio no pueden ser reproducidos fielmente, sin contar con las modificaciones continuas y

crecientes al cuidado y control en el uso de animales de laboratorio. (26,27,28,29,30,31)
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X. Apéndices, Anexos y Graficas

Enfermedades frecuentes del perro y gato
Dermatoldgicas 20 a 36.3%
Digestivas 29.5%
Musculoesquéleticas 14.8%
Neoplasias 23.0%
Dermatoldgicas Malignas Muertes asociadas
255a43% 20 2 40% Perros hasta 47%
19.3a29.6% 69.7 a 82% Gatos hasta 32%

Cuadro 1. Enfermedades frecuentes en los perros y gatos. Adaptado de:
Dan G, O ; Prevalence of Disorders Recorded in Dogs Attending Primary-Care Veterinary Practices in England,
Neill PLoS ONE 9 (3):2014.

Casos Muestreados en el Estudio

Casos

Mastocitoma

CCE
Total

Cuadro 2. Casos incluidos en el estudio, perros y gatos, 60.42% fueron casos de Mastocitoma, sin presencia de
felinos en los casos.
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Cuadro 3. Comparacion de los casos de Mastocitoma canino distribuido segun el grado sea Patnaik en tres
grados (L,IL111) o Kiupel en dos grados (bajo y alto). (Grado Patnaik en el eje de la y (azul) y grado Kiupel en el
gfe de la y’ (naranja), numero de caso en el gje de la x)

Distribucion de Casos por Especie
Carcinoma de Células Escamosas

Especie

Felino 4
Canino !

—
(%)

P o | =

Cuadro 4. Distribucion de los casos de Carcinoma de Células Escamosas segun el grado en tres, siendo 1 bien
diferenciado, 2 moderadamente diferenciado y 3 pobremente diferenciado, en las especies canino y felino.



Esquema 1. Capas de la piel mostrando las divisiones en epidermis como la mas superficial, dermis como la
intermedia e hipodermis como la mas profunda.



Figura 1. Muestras en parafina de los casos de Mastocitoma, para seleccionar la region a muestrear para los
TAM (Microarreglo de Tejidos)

Figura 2. Bloques de TAM (Microarreglo de Tejidos) reparafinados de los tumores Carcinoma de Células
Escamosas (izquierdo) y Mastocitoma (derecho).

Figura 3. Imagen digitalizada de los TAM (Microarreglo de Tejidos) de los casos de Mastocitoma en el Aperio
ImageScope®. La flecha negra indica uno de los puntos (amarillo) que son las areas de reconocimiento del
tejido para realizar un escaneo uniforme.



Figura 4. Laminillas de los TAM (Microarreglo de Tejidos) con los casos de Mastocitoma para ser digitalizadas
en el Aperio ImageScope®, colocadas en la gradilla, identificadas con cada biomarcador CD117, Ki67, VEGF,
HIF1aq,

sesowedsy D) SIAVL

Figura 5. Patron de las coordenadas de los TAM (Microarreglo de Tejidos) de una laminilla del tumor de
Carcinoma de Células Escamosas, para su ubicacion posterior ya digitalizada.

Figura 6. Imagen digitalizada de la laminilla de TAM (Microarreglo de Tejidos) con las coordenadas del tumor
de Carcinoma de Células Escamosas en el sistema Aperio ImageScope®.



Figura 7. Carcinoma de Células Escamosas en un paciente felino.
A Paciente hembra, europeo doméstico. La flecha negra muestra la masa en el parpado dorsal izquierdo.

B Acercamiento de masa, flecha negra.
C Masa fijada en formol previa al corte.
D y E Tincion Hematoxilina-Eosina a 40x y 20x, las flechas negras muestran nidos de queratina.



Figura 8. Mastocitoma Canino
A Paciente hembra, boxer, flecha negra masa en miembro pélvico izquierdo.

B Acercamiento de masa, flecha negra vista caudal de paciente.

C Masa fijada en formol previa al corte.

D Masa al corte transversal

E Tincion Azul de Toluidina 40x, flecha negra muestra mastocito con granulos en su interior, diagnostico
histopatolégico de Mastocitoma grado 1 Patnaik, grado Bajo Kiupel.



Figura 9. Mastocitoma canino, tinciéon de Hematoxilina Eosina. A Muestra a 10x. B Muestra a 40x. Grado |

Patnaik, grado bajo Kiupel. Se aprecian mastocitos (flecha negra).

biomarcador CD117. A Muestra a 10x. B Muestra a 40x. Localizacién

membranal (flecha negra) y citoplasma difuso (flecha blanca).

’

Figura 10. Mastocitoma canino



Figura 11. Muestra dlgltallzada de Mastomtoma canino con blomarcaje HIF1a positivo de tipo nuclear (fecha
negra) y citoplasmatico (flecha roja), etiqueta de identificacion (flecha blanca), area de seleccion (circulo
negro), zona seleccionada a mostrar (recuadro superior derecho).
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Figura 12. Muestra digitalizada de Mastocitoma canino con biomarcaje VEGF positivo (flecha negra), etiqueta
de identificacion (flecha blanca), area de seleccion (circulo negro), zona seleccionada a mostrar (recuadro
superior derecho).



Figura 13. Muestra digitalizada de Mastocitoma canino con biomarcaje CD117 positivo de tipo citoplasmatico
difuso (flecha negra), etiqueta de identificacion (flecha blanca), area de selecciéon (circulo negro), zona
seleccionada a mostrar (recuadro superior derecho).

Figura 14. Muestra digitalizada de Mastocitoma canino con biomarcaje Ki67 positivo de tipo nuclear (flecha
negra), etiqueta de identificacion (flecha blanca), éarea de selecciéon (circulo negro), zona seleccionada a
mostrar (recuadro superior derecho).



Figura 15. Muestra digitalizada de Carcinoma de Células Escamosas canino con biomarcaje HIF1a positivo de
tipo nuclear (flecha negra), etiqueta de identificacion (flecha blanca), area de seleccién (circulo negro), zona
seleccionada a mostrar (recuadro superior derecho).

Figura 16. Muestra digitalizada de Carcinoma de Células Escamosas canino con biomarcaje VEGF positivo
(flecha negra), etiqueta de identificacion (flecha blanca), area de seleccion (circulo negro), zona seleccionada a
mostrar (recuadro superior derecho).
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Figura 17. Muestra digitalizada de Carcinoma de Células Escamosas canino con biomarcaje CD117 positivo de

tipo membranal (flecha negra), etiqueta de identificacion (flecha blanca), area de seleccion (circulo negro), zona
seleccionada a mostrar (recuadro superior derecho).
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Figura 18. Muestra digitalizada de Carcinoma de Células Escamosas canino con biomarcaje Ki67 positivo de
tipo nuclear (flecha negra), etiqueta de identificacion (flecha blanca), area de seleccién (circulo negro), zona
seleccionada a mostrar (recuadro superior derecho).
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Figura 19. Grafico de los casos muestreados en el estudio con el total de casos para Mastocitoma y el total de
casos para Carcinoma de Células Escamosas. (Porcentaje de casos en el eje de la y, tumores en el eje de la x)
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Figura 20. Distribucion de los casos de Mastocitoma por grado segun la clasificacion Patnaik en tres grados,
con el grado | y Il con el mismo porcentaje de 48.3%.
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Figura 21. Distribucion de los casos de Mastocitoma por grado segun la clasificacion Kiupel en dos grados, bajo
y alto, el grado bajo con el mayor porcentaje con 65.5%.
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Figura 22. Distribucion de los casos de Carcinoma de Células Escamosas por grado en tres, segun el grado de
diferenciacion celular y arquitectura, siendo el 1 bien diferenciado, el 2 moderadamente diferenciado con el

mayor porcentaje con 57.8%, el 3 el poco diferenciado.
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Figura 23. Distribucion de los casos de Carcinoma de Células Escamosas por grado segun la especie, siendo
el 1 bien diferenciado, el 2 moderadamente diferenciado con el mayor porcentaje en ambas especies, felinos
(66.7%) y caninos (53.8%) , el 3 el poco diferenciado. (Numero de casos en el eje de la y, casos segun la
especie y el total de ellos en el gje de la x)
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Figura 24. Distribucién de los biomarcadores en Mastocitoma segun el grado Kiupel con CD117Me y HIFMe
con la mayor expresién en pixeles en ambos grados y VEGFPT con la menor también en ambos grados.
(Namero de pixeles en el eje de la y, biomarcadores segun el grado Kiupel bajo y alto en el eje de la x).



Mastocitoma Biomarcadores para Grado Patnaik
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Figura 25. Distribucion de los biomarcadores en Mastocitoma segun el grado Patnaik con CD117Me y HIFMe
con la mayor expresion en pixeles en los tres grados y VEGFPT con la menor también en los tres grados.
(Namero de pixeles en el eje de la y, biomarcadores segtn el grado Patnaik 1,2 y 3 en el gje de la x).
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Figura 26. Mastocitoma segun el grado Patnaik con las desviaciones estandar mas altas en CD117Me y HIFMe
en ambos grados y VEGFPT con la menor también en ambos grados. (Numero de pixeles en el eje de la y,
biomarcadores agrupadas segun el grado Patnaik 1y 2 en el eje de la x).
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Figura 27. Mastocitoma segun el grado Kiupel con las desviaciones estandar mas altas en CD117Me y HIFMe
en ambos grados y VEGFPT con la menor también en ambos grados. (Numero de pixeles en el eje de la y,
biomarcadores agrupadas segun el grado Kiupel bajo y alto en el gje de la x).



Carcinoma de Células Escamosas Biomarcadores en Gatos
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Figura 28. Distribuciéon de los biomarcadores en Carcinoma de Células Escamosas en felinos, segun el grado
con CD117Me y HIFMe con la mayor expresion en pixeles en los tres grados y CD117PT con la menor también
en los tres grados, asi como sus desviaciones estandar. (Numero de pixeles en el eje de la y, biomarcadores en
el gje de la x)
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Figura 29. Distribucién de los biomarcadores en Carcinoma de Células Escamosas en caninos, segun el grado
con CD117Me y HIFMe con la mayor expresion en pixeles en los tres grados y CD117PT con la menor también
en los tres grados, asi como sus desviaciones estandar. (Numero de pixeles en el eje de la y, biomarcadores en
el gje de la x)
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Figura 30. Correlaciones para Mastocitoma segun el grado Patnaik I, que entre HIFMe-HIFPT presenta los
niveles mas altos en 0.99 (muy fuerte asociacion) y que entre HIFMe-VEGPT es el mas bajo con 0.74 (fuerte
asociacion). (Nivel de asociacion en el eje de la y, biomarcadores en el gje de la x)
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Figura 31. Correlaciones para Mastocitoma segun el grado Patnaik Il, que entre HIFMe-CD117PT presenta los
niveles mas altos en 0.93 (muy fuerte asociacion) y que entre Ki67Nu-VEGPT es el mas bajo con 0.43
(moderada asociacion). (Nivel de asociacion en el eje de la y, biomarcadores en el eje de la x)



Correlaciones para Mastocitoma Grado Kiupel Bajo
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Figura 32. Correlaciones para Mastocitoma segun el grado Kiupel bajo, que entre HIFMe-HIFPT presenta los
niveles mas altos en 0.98 (muy fuerte asociacion) y que entre Ki67Nu-CD117PT es el mas bajo con 0.55
(moderada asociacion). (Nivel de asociacion en el eje de la y, biomarcadores en el eje de la x)

Correlaciones para Mastocitoma Grado Kiupel Grado Alto
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Figura 33. Correlaciones para Mastocitoma segun el grado Kiupel alto, que entre HIFNu-VEGFPT presenta los
niveles mas altos en 0.93 (muy fuerte asociacion) y que entre Ki67Nu-HIFPT es el mas bajo con 0.61 (fuerte
asociacion). (Nivel de asociacion en el eje de la y, biomarcadores en el gje de la x)



Correlaciones para Carcinoma de Células Escamosas en Perros
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Figura 34. Correlaciones para Carcinoma de Células Escamosas en caninos, que entre Ki67Nu-HIFMe
presenta los niveles mas altos en 0.86 (muy fuerte asociacién) y que entre VEGFPT-el grado es el mas bajo y
negativo con -0.018 (muy pobre asociacién). (Nivel de asociacion en el gje de la y, biomarcadores en el eje de
la x)

Correlaciones para Carcinoma de Células Escamosas en Gatos
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Figura 35. Correlaciones para Carcinoma de Células Escamosas en felinos, que entre CD117Me-Ki67Nu,
Ki67Nu-HIFNu y CD117PT-VEGFPT presentan los niveles mas altos en 0.94 (muy fuerte asociacion) y que
entre HIFNu- HIFPT es el mas bajo y negativo con -0.029 (muy pobre asociacion). (Nivel de asociaciéon en el eje
de la y, biomarcadores en el gje de la x)



Abreviaturas y Siglas Usadas

Ang

AP -1
AgNOR
BFGF

BTNL2
CEIEPAA
cfDNA

CDK
CD117
CD117 Me
CD117 PT
CD34

c-kit

CCE

DNA

DAB

ERK 1/2
EGFR
FGF

FGFR10P2
FMVZ
FLT-1

FISH
GIT
G1

HIF 1-a
HIF 1-a Me
HIF 1-a Nu

HGF
HER4
IHQ
KDR
Ki67
Ki67 Nu
Ki67 PT
MAS
MAPK
MMP
mTor

M

NRP
NF-jB

Angiopoietin

Proteina Activada

Regiones de Organizacion Nucleolar Argiofilicas

Basic Fibroblast Growth Factor

Butyrophilin Like 2

Centro de Ensefanza, Investigacion y Extension en Produccion Animal en Altiplano
Circulating Cell-Free DNA

Cininas Dependientes Del Ciclo

Cluster of Differentiation 117

Cluster of Differentiation 117 Membranal
Cluster of Differentiation 117 Pixeles Totales
Cluster of Differentiation 34

Steel Cell Factor

Carcinoma de Células Escamosas
Deoxyribonucleic Acid

Diaminobenzidina

Expresion de la Sefial Regulada por Kinasas
Receptor del Factor de Crecimiento Epitelial
Factor de Crecimiento De Fibroblasto

Fibroblast Growth Factor Receptor Oncogene Partner 2
Facultad de Medicina Veterinaria y Zootécnia
Fms-Like Tyrosine Kinasa-1

Hibridacion In Situ

Gastrica Humana

Activacion Mitogénico

Hypoxia Inducible Factor 1 Alpha

Hypoxia Inducible Factor 1 Alpha Membranal
Hypoxia Inducible Factor 1 Alpha Nuclear

Hepatocyte Growth Factor

Receptor Epidermal Humano
Inmunohistoquimica

Kinase Insert Domain Containing Region
Proteina Histona

Proteina Histona Nuclear

Proteina Histona Pixeles Totales
Musculo Especifico de Actina

Protein Kinasas Activadoras de Mitdgenos
Matrix Metalloproteinases

Mammalian Target of Rapamycin

Mitosis

Receptores de Neuropilin

Factor Nuclear jB



PDGF Platelet Derived Growth Factor

PIGF Placenta Growth Factor

PCNA Antigenos Nucleares de Proliferacion Celular
PTEN Phosphatase And Tensin Homolog

RPTPK Receptor de Tirosin Kinasa Kappa
RASGRF2 Ras Protein Specific Guanine Nucleotide Releasing Factor 2
Rb Retinoblastoma

RNS Reactive Nitrogen Species

RNA Ribonucleic Acid

ROBO1 Roundabout homolog 1

ROS Reactive Oxigen Species)

S Sintesis DNA

SCF Stem Cell Factor

TAM Micro Arreglo de Tejido

TGF-a Transforming Growth Factor-a

TKR Receptores Tirosina Quinasa

USEDICO Unidad Servicios de Diagndstico y Constatacion

UNAM Universidad Nacional Auténoma de México

uv Ultravioleta

Vm Vimentina

VEGFR Receptor del Factor de Crecimiento del Endotelio
VEGF Vascular Endothelial Growth Factor

VEGF PT Vascular Endothelial Growth Factor Pixeles Totales
VPF Vascular Permeability Factor

Anexo 1

Hojas aparte.

X. Agradecimientos

Agradezco a todos los involucrados en la realizacion de este proyecto, al incansable trabajo y guia del Dr.
Gilberto Chavez Gris para mantener el enfoque, seguir en el aprendizaje tanto en la parte cientifica como en la
personal en todo momento, que nunca cesa de buscar nuevos enfoques y mas vivencias. A la Dra Guille Baay
que siempre impulso ideas que fortalecieron el proyecto y le dieron vida, gracias por el esfuerzo por mejorarlo.
Al Dr Francisco Garcia por todo el conocimiento ofrecido de forma tan sincera y el tiempo para aclarar dudas y
mantener un ambiente siempre positivo, asi como a su grupo de trabajo Arturo y Adan, entre otros. Al Dr. Pedro
Ochoa por su atencién en los detalles finales. A muchas personas que estuvieron cercanas al proyecto, y que
directa o indirectamente ofrecieron su tiempo e ideas, les agradezco ampliamente.



Anexo 1.

Oliver Gamboa Adame

Procedimiento para preparar laminillas electrocargadas
1) Preparar poli-L-lisina al 1% utilizando agua destilada.

2) Colocar las laminillas dentro de un recipiente con poli-L-lisina y se dejan de 5 a 7 minutos

3) Se retiran del recipiente y se tienen dos opciones
a) Se dejan 7 minutos a 60 grados centigrados en calor seco
b) Se dejan 24 horas a temperatura ambiente.

Nota: Colocar las laminillas en el sujetador para la opcién de 7 min e introducirlo en el aparato.
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Protocolo para Inmunohistoquimica
Se obtienen cortes de 2 micrometros que son colocados en una laminilla electrocargada.
Nota:Los teiidos conservados en formol v parafina. modifican la estructura tridimensional de las proteinas. el
formol crea enlaces cruzados entre las proteinas v la parafina altera su forma. por lo que es necesario sequir
estos pasos para la utilizacién del tejido para el proceso de inmunohistoquimica.

1) Colocar las laminillas en el suietador para Ias mismas e introducirlo en el aparato.
Someter a calor seco en la camara por 30 minutos a 60 grados centigrados.

T

2) Desparafinar colocando las laminillas en el siquiente orden:
a) Xilol 5 min
b) Alcohol Isopropilico 1 min
c) Agua destilada para rehidratail min

3) Depende el anticuerpo a usar se elige la solucion buffer siquiendo las indicaciones del
fabricante para facilitar la recuperaciéon antigénica.
Nota: Este desenmascaramiento revierte los enlaces cruzados por formol y parafina, restaurando los epitopes

Se pueden usar buffers como el Citrato de pH 6.0 o EDTA de pH 8.0
a) EDTA al 0.1 molar (Preparar con 5 ml de EDTA al 10% con 45 ml de agua destilada)
b) Citrato al 0.1 molar (Preparar con 5 ml de citrato al 10% con 45 ml de agua destilada)
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a) Colocar las laminillas en un vaso de coplin con alguna de las 2 substancias buffer
1) Citrato HIF-1a Ki67
2) EDTA VEGF CD117

b) Al cerrar la tapa del vaso de coplin no debe quedar hermético, asi que se debe
cerrar suavemente hasta el limite y regresar un octavo de vuelta

4)

Para desenmascarar los antigenos utilizar la técnica de recuperacion de epitopes
inducida por calor para llegar a una temperatura de 100 a 120°utilizando una olla de
presion para microondas (Microwave Tender Cooker, Nordic Ware, 8.13"L x 9.5"W x 9.5"H
, USA)

a) Precalentar la olla 5 min dentro del microondas llenada previamente con 300 a 400 mi

de agua destilada.

b) Sacar con precaucion y esperar que se pueda abrir al bajar la valvula de seguridad.

c) Colocar el vaso(s) de coplin dentro de la olla y cerrar la olla para colocarla nuevamente

dentro del microondas.

d) Dar tiempo de 5 min, y en el momento que empiece a emitir vapor de manera
constante se agrega 1 minuto y 10 segundos.

Nota: La recuperacion antigénica ha demostrado un incremento en la intensidad de la tincion y la
disminucion del fondeado de bastantes marcadores fijado en formalina.

La recuperacion por calor con microondas es un factor basico en el proceso, pero el pH de la solucion de
recuperacion es un cofactor necesario en algunos antigenos
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5) Sacar con cuidado del microondas y esperas que se pueda abrir la tapa, al bajar la valvula
de seguridad, acto seguido retirar los vasos de coplin y colocarlos en un recipiente
previamente enfriado para permitir que rapidamente regrese a una temperatura ambiente.
Se puede usar agua y hielo, se abren las tapas del vaso(s) de coplin.

Monitorear que no baje el nivel del buffer que cubre el tejido colocado en las laminillas

6) Una vez enfriado se procede al bloqueo de enzimas endbgenas (peroxidasa) en orden

a) Se lava 2 veces con agua destilada dentro del vaso de coplin

b) Se coloca dentro del vaso de coplin peroxido de hidrégeno al 0.9% por 5 minutos

c) Se da un lavado con agua destilada

d) Se deja en agua para mantener rehidratado
Nota: Si no fuera posible continuar en el momento con la inmunohistoquimica se cambia el agua por
PBS y se puede dejar en el hasta que se pueda proseguir horas después




7) Se monta en un rack de capilaridad vertical.
a) Usando PBS se lava el coverplate y se coloca la laminilla sin formar burbujas donde
posteriormente es introducido en el rack.
b) Se rellena con PBS evitando la formacién de burbujas y se deja 4 minutos para que
por capilaridad se mantenga en contacto con el PBS
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8) Colocar el anticuerpo por capilaridad
a) Utilizar 100 microlitros del anticuerpo en cada laminilla

Anticuerpol ___ _HIF1-a _ Dilucion 1/200 Marca GeneTex
Anticuerpo 2 ___VEGE _ Diluci@nediluido Marca BioSB
Anticuerpo 3 ___Ki67 _ Dilucion 1/100 Marca BioSB
Anticuerpo4 ____CD117 __ Dilucion 1/100 Marca BioSB

b) Dejar incubar 45 minutos cubriendo el rack para mantener como camara hiumeda
¢) Una vez incubado se lava con PBS en cada laminilla del rack

9)  Procedes con el uso de polimero HRP MACH1* de BioCare Medical* de dos pasos para amplificar
la reaccion antigeno anticuerpo.

a) Utilizar 100 microlitros del polimero 1 y esperar 30 minutos
b) Lavar con PBS

c¢) Utilizar 100 microlitros del polimero 2 y esperar 20 minutos
d) Lavar con PBS

Cubrir en cada paso para mantener la camara humeda

Nota: Existen polimeros de 1 solo paso como el Envision* Dako donde el tiempo total es de 35 a 50
minutos

10) Para extraer las laminillas del rack se aplica PBS para evitar que se desprenda el tejido de la
laminilla y se extrae el coverplate del rack retirando la laminilla.
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11) Pararevelar la reaccion se utiliza 3,3 Deaminobencidina (DAB)
La marca Dako se prepara con 50 microlitros de DAB y 100 mililitros del buffer DAB

Nota: El producto es cancerigeno por lo cual debe manejarse con precaucion con guantes, lentes de
proteccion y ropa de manga larga.

Una vez preparado:

a) Se }joma la laminilla y con una gasa se seca la parte posterior y alrededor del tejido
montado.

b) Se agrega DAB a la laminilla y se coloca en el microscopio de luz a 10x esperando reaccion
entre 30 segundos a 1 minuto

c) Si existe reaccion se lava con agua corriente sobre un recipiente con hipoclorito de sodio al
5 0 6% para bloquear el DAB

d) Se coloca la laminilla en un vaso de coplin con agua para evitar su deshidratacion

12) Se preparan las laminillas para contratincion

a) Usar Hematoxilina colocando 1 gota en la laminilla y esperar 30 segundos
b) Lavar la laminilla con suficiente agua utilizando una piseta

c) Colocar 3a 4 gfotas de hidroxido de amonio y esperar 1 a 2 segundos
d) Lavar la laminilla con suficiente agua utilizando una piseta

13) Montar el cubreobjetos
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