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La tesis defendida el dia 20 de diciembre del afio dos mil veintitrés por la Dra.
Belén Varela, la cual se titula “Estudio epidemioldgico y patoldgico de los
hemangiomas y hemangiosarcomas cutdneos caninos en Uruguay”, aborda
distintos aspectos acerca de la presentacion de estas neoplasias tanto del
punto de vista epidemiolégico como de su diagnéstico.

El tribunal considera que la Dra. Belén Varela ha realizado un trabajo de tesis
adecuado para la obtencion del titulo, demostrando sélido conocimiento del
tema, acompafiada de una buena revision bibliografica que busca sustentar
los objetivos planteados. Se sugiere la incorporaciéon de bibliografia
recientemente publicada en la tematica.

Los resultados del trabajo son muy interesantes y relevantes para el
diagndstico y prondsticos de las neoplasias abordadas. Se destaca la calidad
de las imagenes incorporadas en el texto.

La redaccion de la tesis esta realizada en forma correcta con algunas
observaciones editoriales. No obstante entendemos debe ser mejorada
principalmente ajustando la terminologia al disefio planteado vy
profundizando algunos aspectos conceptuales. Estos deben ser corregidos
antes de la entrega del manuscrito definitivo.

Respecto a la presentacion oral la Dra. Varela fue muy clara y ordenada,
sustentada en una excelente calidad de la presentacion. La estudiante mostré
conocimiento de su trabajo al momento de presentar sus resultados y fue
capaz de responder con solidez a las preguntas planteadas por el tribunal.

Si bien no es requisito para la aprobacion de la tesis, se presenta una
comunicacién corta (case report) que se desprende en cierta forma del trabajo
de tesis realizado, lo que este tribunal considera muy valioso para su
formacioén y para la difusion de los resultados.

En suma, el tribunal en forma unanime, considera que la Dra. Maria Belén
Varela ha realizado un muy buen trabajo de tesis de Maestria y por lo
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anteriormente expresado se le otorga la calificacion de Aprobado con
mencion.
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Dra. Paula Pessina
Presidente del Tribunal
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RESUMEN

Los hemangiomas y hemangiosarcomas son tumores mesenquimales provenientes del
endotelio vascular, ocupando una posicion importante y de alta frecuencia en caninos en todo
el mundo, constituyendo entre el 10 y el 15 % de los tumores cutdneos diagnosticados en el
Laboratorio de Diagndéstico Anatomopatoldgico de la FVET-Udelar. La clasificacién de estos
tumores ha sido una fuente de controversia obstaculizando a menudo el adecuado pronéstico.

Examinamos y definimos histopatolégicamente el grado de diferenciacién de 25
hemangiomas y 24 hemangiosarcomas dérmicos de caninos recibidos en la Unidad Patologia
de la FVET-Udelar desde el afio 2018 al 2020, utilizando la técnica de tincion Hematoxilina -
Eosina, la técnica de tincién especial Tricromica de Masson, asi como la inmunohistoquimica
contra factor VIII, CD31 y CD34 como herramientas complementarias. Ademas, recabamos la
informacion epidemioldgica de cada caso en estudio.

Durante los tres afios en estudio, de 446 perros con tumores de piel, veinticinco fueron
diagnosticados como hemangiomas y veinticuatro como hemangiosarcomas. La edad
promedio de los perros diagnosticados con hemangioma y hemangiosarcoma fue de 8.36 *
2.08 y 8.7 = 2.5, respectivamente, y la edad promedio de los caninos con hemangiosarcoma
pese a ser 0.34 afios menor que la de los caninos que presentaban hemangiomas cutaneos,
no fue estadisticamente significativa (p = 0.597). Ambos tumores fueron mas frecuentemente
observados en el tronco y las extremidades. No se detectd predileccion respecto al género.
Histologicamente, el tipo mixto (capilar y cavernoso) fue el hemangioma mas frecuentemente
observado, mientras que, para los hemangiosarcomas, el tipo mixto (capilar, cavernoso y
so6lido) y el tipo mixto (cavernoso y solido) fueron los mas observados. Ademas, se diagnostico
con frecuencia el hemangiosarcoma de tipo epitelioide. La inmunohistoquimica revelé una
tincion citoplasmatica fuerte para el antigeno relacionado con el factor VIII y el antigeno de
CD31 en las células neoplasicas en todos los tipos tumorales. Sin embargo, no hubo
reactividad positiva en células neoplasicas para el anticuerpo contra CD34 con la técnica
utilizada. Este es el primer estudio epidemioldgico e histopatolégico de tumores vasculares en
piel de caninos en Uruguay, realizdndose la puesta a punto de las técnicas especificas de
inmunohistoquimica para la tipificacion de estos tipos tumorales en el laboratorio de Anatomia
Patologica de la Facultad de Veterinaria, Udelar.



SUMMARY

Hemangiomas and hemangiosarcomas are mesenchymal tumors originating from the vascular
endothelium, occupying an important and high frequency position in canines throughout the
world, constituting between 10 and 15% of skin tumors diagnosed in the Anatomopathological
Diagnostic Laboratory of the FVET-Udelar. The classification of these tumors has been a
source of controversy, often hindering an adequate prognosis.

We examined and histopathologically defined the degree of differentiation of 25 dermal
hemangiomas and 24 hemangiosarcomas of canines referred to the Pathology Unit of the
FVET-Udelar from 2018 to 2020, using the Hematoxylin - Eosin stain, the Masson’s Trichrome
special stain, as well as immunohistochemistry against factor VIIl, CD31 and CD34 as
complementary tools. In addition, we collected epidemiological information for each case under
study.

During the studied three years, of 446 dogs with skin tumors, twenty-five were diagnosed as
hemangiomas and twenty-four as hemangiosarcomas. The average age of the dogs diagnosed
with hemangioma and hemangiosarcoma was 8.36 + 2.08 and 8.7 * 2.5, respectively, and the
average age of the canines with hemangiosarcoma, despite being slightly older than that of the
canines that presented cutaneous hemangiomas, was not statistically significant (p = 0.597).
Both tumors were most frequently observed on the trunk and extremities. No gender
predilection was detected. Histologically, the mixed type (capillary and cavernous) was the most
frequently observed hemangioma, while for hemangiosarcomas, the mixed type (capillary,
cavernous and solid) and the mixed type (cavernous and solid) were the most observed. In
addition, epithelioid-type hemangiosarcoma was frequently diagnosed. Immunohistochemistry
revealed strong cytoplasmic staining for factor Vlll-related antigen and CD31 antigen in
neoplastic cells in all types. However, there was no positive reactivity in neoplastic cells for the
antibody against CD34 with the technique used. This is the first epidemiological and
histopathological study of vascular tumors in the skin of canines in Uruguay, with the
development of specific immunohistochemistry techniques for the typification of these tumor
types, carried out in the Pathological Anatomy laboratory of the Faculty of Veterinary, Udelar.



1. FUNDAMENTO TEORICO

1.1. EPIDEMIOLOGIA

Los tumores agresivos y malignos de células endoteliales de origen vascular en la piel de
humanos u otras especies animales son denominados angiosarcomas cutaneos. Para el caso
de los humanos, alrededor del 2% de los sarcomas de tejidos blandos, y el 5.4% de los
sarcomas de tejidos blandos cutaneos, son angiosarcomas (Young et al. 2010). La incidencia
de estos tumores tanto en los humanos como en los animales domésticos ha aumentado en
los ultimos 30 afios, sin conocerse aun la causa. Para la especie humana, no hay una
predisposicion asociada al género, presentandose con una frecuencia similar entre el hombre
y la mujer, pudiendo desarrollarse a cualquier edad, aunque son mas comunes en pacientes
mayores, de piel blanca y en la zona de la cabeza (Young et al. 2010; Rouhani et al. 2008).
Estos tumores son muy agresivos con una supervivencia global a los 5 afios de entre el 20%
y el 35% para todos los casos (Mansfield et al. 2020). Son mas comunes en adultos y son
extremadamente raros en nifios. La mayoria de los angiosarcomas afectan la piel y tejidos
blandos superficiales.

Ademas de los hemangiosarcomas, en humanos también son frecuentes los hemangiomas,
estos tumores vasculares son lesiones benignas superficiales que tipicamente comprometen
las extremidades, se pueden encontrar tanto en niflos como en adultos. La extirpacion
quirdrgica suele ser curativa (Mansfield et al. 2020). Tanto en los humanos como en los
animales domésticos (por ejemplo, en los bovinos), existen registros de tumores vasculares
congeénitos con regresion espontanea como, por ejemplo, se ha reportado para el hemangioma
cutaneo (Priestnall et al. 2010).

Existen registros de ambos tipos de tumores vasculares en caninos, equinos y bovinos, con
caracteristicas similares a los tumores vasculares de tipo epitelioide en humanos (Warren et
al. 2007).

En cuanto a los tumores vasculares en gatos, los mismos no son tan frecuentes como en
humanos o caninos y acometen con mayor frecuencia a los machos adultos. No se ha
identificado ningun sitio de predileccién, ni factores predisponentes para los hemangiomas en
esta especie, sin embargo, la aparicion de hemangiosarcomas en sitios de pelo blanco de la
cabeza se lo ha asociado a la irradiacion solar cronica, presentando alta recurrencia (Miller et
al. 1992).

Por otra parte, a pesar de que las cabras desarrollan la gama de anomalias del crecimiento
vascular observadas en los animales domésticos anteriormente nombrados, los tumores
vasculares parecen ser raros en esta especie (Bildfell et al. 2002).



En este sentido, entre todas las especies domeésticas, los caninos son los mas afectados por
estos tumores (Mullin et al. 2019), habiéndose reportado casuistica desde hace muchos afios
(Oksanen 1978). La incidencia reportada es de 2.8% y ha ido en aumento en los ultimos afios
(Mullin et al. 2019; Gruntzig et al. 2016).

En base a su apariencia histolégica, los hemangiomas y hemangiosarcomas caninos son
tumores que surgen de las células endoteliales vasculares (Hendrick 2016) o a partir de
precursores de la médula 6sea, que detienen su diferenciacion en el hemangioblastoma (Mullin
et al. 2016; Lamerato Kozichi et al. 2006). A su vez, a partir de estudios moleculares, existen
planteos de que los hemangiosarcomas caninos surgen de células madre multipotenciales,
capaces de diferenciarse en tres subtipos de tumores distintos asociados con angiogénesis,
inflamaciéon y adipogénesis (Gorden et al. 2014). Los hemangiomas, pueden ser Unicos 0
multiples, encontrandose en cualquier parte de la piel (Hendrick 2017; Soares et al. 2017). Por
otro lado, las ubicaciones primarias mas frecuentes de los hemangiosarcomas caninos son el
bazo (Varela et al 2022; Ferndndez et al 2019; Leyva et al 2018), y este tumor también se ha
presentado en otros 6rganos viscerales, como el corazén (Osuga et al. 2017; Yamamoto 2013),
mediastino (Sitjar et al 2019), el higado (Leyva et al. 2018), los rifones y pulmones (Soares et
al. 2017), la lengua (Burton et al. 2012; Syrcle et al. 2008), el tracto intestinal (Iwata et al 2018),
y en Organos genitales como el pene (Burchell et al. 2014; Marolf et al 2006) y glandulas
sexuales como la préstata (Della Santa et al. 2008), vejiga urinaria (Lptak et al. 2004), sistema
nervioso central (Paek et al. 2015) y sistema vascular (Guinan et al. 2012; Pharr et al. 1992).
Ademds, existen varios reportes que confirman que un sitio tipico de aparicion es la piel
(Hendrick 2017; Schultheiss et al 2004). Siendo la localizacion mas frecuente la piel del
abdomen, seguida de la piel de los 6érganos sexuales, miembros, cabeza y cola (Santos et al.
2020; Soares et al 2017). Por otro lado, también se dice que algunos hemangiomas y
hemangiosarcomas dérmicos caninos aparecen como resultado de la irradiacion solar cronica
o dafio solar (Nobrega et al. 2019). Se plantea desde hace afios la existencia de una asociacion
significativa entre la ocurrencia de hemangiosarcomas y la dermatosis solar en la piel glabra
abdominal, asi como entre la ocurrencia de hemangiomas y dermatosis solar en la piel de otras
partes del cuerpo (Nikula et al. 1992). En este sentido, se ha informado que aquellas razas de
perros de pelo corto y piel clara como: Galgo, Whippets y American Pitbull Terrier, tienen un
mayor riesgo de desarrollar hemangiosarcomas (Santos et al 2020; Hargis et al 1992). Por otra
parte, algunos autores postulan que la incidencia de hemangiomas es mayor en hembras que
en machos (Nikula et al. 1992) y otros plantean lo opuesto (van der Gaag et al. 1989), mientras
gue la mayoria de los reportes plantean que no existen diferencias estadisticas en cuanto a la
aparicion de estos tumores en los distintos sexos (Nobrega et al 2019; Soares et al 2017,
Sabattini 2009; Schultheiss et al. 2004; Smith et al. 2003), siendo la media de edad de aparicion
de estos tumores en los caninos afectados de 8 a 9 afios (Santos et al 2020; Nobrega et al.
2019; Grtuzig et al 2017; Soares et al. 2017; Shiu et al. 2011; Trappler 2010 Sabattini 2009;
Smith et al. 2003; Ward et al. 1994; Waller et al. 1967).



1.2. DIAGNOSTICO HISTOPATOLOGICO

El diagnéstico definitivo de hemangiomas y hemangiosarcomas es mediante histopatologia
convencional con Hematoxilina-Eosina (HE). Los resultados citolégicos en los tumores
vasculares suelen ser muy heterogéneos y presentar contaminacion sanguinea, ademas, las
estructuras formadoras de vasos no siempre son evidentes y existen hemangiosarcomas
atipicos o pobremente diferenciados con patrones epitelioides que dificultan su identificacion y
caracterizacion mediante esta técnica diagndstica (Bertazzolo et al. 2005; Smith et al. 2003).
Usando la tomografia computarizada como herramienta diagndstica de este tipo tumoral, se
ha demostrado que no existen caracteristicas distintivas Unicas de imagen para el
hemangiosarcoma no parenquimatoso en perros (Fukuda et al. 2014).

Histolégicamente, los tumores vasculares bien diferenciados son areas compuestas por
células endoteliales neoplasicas que forman mdltiples estructuras similares a canales
vasculares anastomosados irregularmente con contenido eritrocitario en su mayoria y
separados por trabéculas de tejido conectivo, a veces acompafiados de zonas solidas
compactas (Mullin et al 2019; Bertazzolo et al. 2005), las células en cuestiébn a menudo pueden
contener hemosiderina (Oksanen et al 1978). Los estudios morfolégicos de estos tumores en
la piel se han realizado durante mucho tiempo y los hemangiomas se clasifican como de tipo
capilar o cavernoso segun el tamafio de los espacios vasculares y la cantidad de estroma
(Hargis et al 1992; van der Gaag et al 1989). Existen casos en que el tumor muestra
caracteristicas de mas de un tipo, por ejemplo, un hemangioma cavernoso puede mostrar
caracteristicas del tipo capilar en los bordes del tumor (van der Gaag et al. 1989). La
clasificacion histolégica de los hemangiosarcomas ha sido por mucho tiempo motivo de
controversia. EI hemangiosarcoma se clasifica en 2 a 4 tipos segun las caracteristicas
morfologicas y el patrén de crecimiento de las células tumorales (Valli et al 2017; Kim et al
2015). Morfolégicamente pueden tener aspecto capilar, cavernoso o sélido y las células
malignas pueden ser muy pleomérficas con caracteristicas que recuerdan a las vistas en otros
sarcomas (Kim et al 2015). A su vez, estos tumores suelen presentar infiltrado inflamatorio de
discreto a manifiesto, a predominio de células linfoplasmaociticas, necrosis y hemorragia (van
der Gaag et al. 1989). Existe una variante de hemangiosarcoma epitelioide, poco diferenciado,
gue aparece compuesta por soélidos cordones de células neoplasicas de aspecto epitelioide,
conservando la capacidad de formar canales vasculares. Este tipo muestra invasividad e indice
mitotico muy alto, lo que indicaria un comportamiento biolégico agresivo (Bertazzolo et al.
2005). Esta variante histoldégica de hemangiosarcoma, rara vez se ha informado en la literatura
veterinaria, siendo reportada en perro, caballo y vaca (Bolfa et al. 2018; Warren et al. 2007), y
puede plantear un desafio diagnéstico en el examen histopatoldgico y citolégico (Shor et al
2009; Antonescu et al. 2014; Ko et al. 2015). Las células que lo componen suelen ser redondas
a poligonales con abundante citoplasma eosinofilico y ndcleo vesicular, se han descrito
patrones de crecimiento nodular, micronodular, sincitial y difuso (Shustef et al. 2017), otras
variantes citomorfologicas incluyen células espumosas, de anillo de sello y células granulares
(Warren et al. 2007).



1.3. DIAGNOSTICO INMUNOHISTOQUIMICO

El diagndstico de tumores vasculares puede realizarse de forma sensible, pero poco especifica, usando
la inmunohistoquimica, mediante el marcaje de células endoteliales neoplasicas contra factor de Von
Willebrand, mas conocido como factor VIII (Beust et al. 1988) y también contra CD31 que da una
reaccion mas especifica, intensa y, por tanto, con tincion de fondo débil en comparacion con la anterior
(Subapriya et al. 2020; Ramos-Vara et al. 2018; Jenning et al. 2012). Sea cual sea el enfoque de
diagnostico empleado, se justifica el uso de la inmunohistoquimica con ambos anticuerpos en todos los
casos de caninos con esta enfermedad, aunque no se justifica cuando se emplea el anticuerpo contra
CD34 (Jenning et al., 2012; Bertazzolo et al., 2005). Este mismo principio se aplica en el caso de la
especie humana (Miettinen et al., 1994).

Jenning et al. (2012) realizaron un estudio comparativo de la sensibilidad y especificidad relativa de
estos tres marcadores inmunohistoquimicos en neoplasias vasculares en felinos, sin embargo, no
existe ningun estudio similar que compare los anticuerpos anteriormente mencionados en la poblaciéon
canina afectada por hemangiomas y hemangiosarcomas cutaneos.

1.4. PRONOSTICO

Los hemangiosarcomas son neoplasias vasculares altamente malignas, con prondstico
infausto, que pueden alterar los pardmetros sanguineos y generar metastasis temprana y
agresiva en uno o mas organos (Nobrega et al. 2019; Shiu et al. 2011; Snyder et al. 2008). El
higado, epiplén y pulmones son las localizaciones mas frecuentes de metéastasis, el
hemangiosarcoma canino es el tumor intracraneal metastasico mas comun (Mullin et al. 2019;
Oksanen et al. 1978). Ademas, los hemangiosarcomas dérmicos inducidos por radiacién solar
pueden tener altas tasas de recurrencia y los caninos con este tumor que no tienen incidencia
de rayos ultravioletas presentan riesgo de metéstasis y menor supervivencia (Szivek et al.
2011). El tiempo de supervivencia de los caninos afectados depende del control local, el
tamafio tumoral, la presencia o ausencia de metastasis en el momento del diagndstico y la
presencia o ausencia de enfermedad macroscopica asociada (Shiu et al. 2011). La
guimioterapia con vincristina, doxorrubicina y ciclofosfamida combinadas ha sido probada con
eficacia en el tratamiento contra hemangiosarcomas (Bulakowski et al. 2008; Weisse et al.
2005; Hammer et al. 1991), sin embargo, la misma ha provocado riesgosos efectos
secundarios, y en conjunto con la cirugia, han tenido un éxito limitado en la prolongacion de
los tiempos de supervivencia y aumento de calidad de vida en pacientes caninos con
hemangiosarcomas (Smith et al. 2003). Diversas investigaciones que emplean enfoques
multimodales y se centran en comprender los procesos moleculares que desencadenan la
propagacion metastasica, especialmente aquellos que buscan inhibir la formacién de nuevos
vasos sanguineos, muestran ser mas seguras y ofrecen perspectivas alentadoras en el
tratamiento de estos tipos de tumores (Smith et al., 2003; Clifford et al., 2000). Actualmente
algunas modalidades que involucran la terapia metronémica, terapia dirigida, inmunoterapia y
radioterapia estan bajo investigacidbn y son potenciales soluciones para las neoplasias



vasculares (Griffin et al. 2020). El diagnéstico temprano de los hemangiosarcomas, seria util
para los veterinarios y propietarios en la toma de decisiones antes de embarcarse en
procedimientos complejos y prolongados en el tiempo frente a esta enfermedad con prondstico
de reservado a grave (Smith et al. 2003).

La frecuencia relativa de estos tumores ha aumentado en los ultimos afios (Grutzig et al 2016).
Es por ello que este estudio se realiz6 con el objetivo de aclarar los cambios epidemioldgicos
caracteristicos de la especie canina, contemplando parametros como la raza, la edad, el sexo
y las distribuciones anatomicas y definir las caracteristicas anatomopatologicas de estos
tumores en caninos, utilizando para ello, los materiales quirtrgicos recibidos para diagnostico
histopatoldgico en el laboratorio de la Unidad Académica de Patologia de la FVET-Udelar
desde el 2018 a 2020.



2. PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

Los tumores vasculares son de altas frecuencia en diversas especies animales alrededor del
mundo siendo el hemangiosarcoma cutdneo una neoplasia con comportamiento altamente
maligno y diagndstico controversial, que dificulta la toma de decisidon respecto a tratamientos
especificos. Tanto los hemangiomas como los hemangiosarcomas cutdneos son una de las
neoplasias de piel mas frecuentemente diagnosticadas en caninos de Uruguay. Su alta
incidencia, el aumento de los casos en los ultimos afios y su relacién con el incremento en el
impacto de radiacién UV es una preocupacion real y actual en la medicina veterinaria. Hasta
ahora en el Uruguay, no se han realizado estudios retrospectivos de estas neoplasias cutaneas
basados en el diagnostico histopatologico, siendo este, el primer trabajo que analiza
conjuntamente los datos epidemiolégicos e histopatolégicos de estos tumores vasculares
cutdneos en caninos, usando para ello, la informacién de los pacientes brindada al momento
de remitir las piezas quirdrgicas para su estudio en el Laboratorio de la Unidad Académica de
Patologia del Departamento de Patobiologia de la FVET-Udelar desde el afio 2018 al 2020. El
conocimiento obtenido sobre la arquitectura tisular, nos permitird profundizar en el
entendimiento de la enfermedad y ser& posible, en base a ello, elaborar un abordaje especifico
para el consenso diagnoéstico entre patdlogos y oncélogos, para interactuar mejor en la
prevencion y el tratamiento de estos tumores.



3. OBJETIVOS
3.1.OBJETIVO GENERAL

Examinar y esclarecer los cambios epidemiol6gicos como la edad, sexo, raza, localizacion
anatomica y las caracteristicas anatomopatologicas de los tumores vasculares cutaneos en
piezas quirdrgicas recibidas en el Laboratorio de anatomia patologica de la Facultad de
Veterinaria Udelar.

3.2.OBJETIVOS ESPECIFICOS

Analizar los datos epidemiolégicos de los caninos que padecen hemangiosarcomas y
hemangiomas cutaneos cuyas muestras tumorales fueron remitidas al Laboratorio de
Patologia de la FVET-Udelar desde el afio 2018 al 2020.

Determinar la frecuencia de apariciony el grado de diferenciacion histopatologico mediante la
tincion de rutina HE, tincidn especial tricromica de Masson y marcacién inmunohistoquimica
contra Factor VIIlI, CD31 y CD34 de todos los hemangiosarcomas y hemangiomas cutaneos
caninos recibidos en el Laboratorio de Patologia de la FVET-Udelar desde el afio 2018 al 2020.



4. MATERIALES Y METODOS

4.1. ANIMALES Y SELECCION DE MUESTRAS

En el presente estudio se seleccionaron 25 muestras de hemangiomas dérmicos y 24 de
hemangiosarcomas dérmicos de caninos, del archivo del Laboratorio de la Unidad Académica
de Patologia (Departamento de Patobiologia, Facultad de Veterinaria, Universidad de la
Republica), diagnosticados entre 2018 y 2020. Se recopilé y analiz6 la informacion
epidemioldgica (sexo, edad, raza y localizacion anatémica del tumor) de cada canino.

4.2. PROCESAMIENTO HISTOPATOLOGICO

Todos los diagnosticos de hemangioma y hemangiosarcoma cutaneos se hicieron a partir de
muestras de tumores extraidos quirdrgicamente en clinicas veterinarias privadas, fijadas en
formalina tamponada al 10% y remitidas al Laboratorio de Patologia de la Facultad de
Veterinaria, Udelar. Fueron procesadas mediante el procedimiento habitual de inclusion en
parafina, seccionadas (3 um) y tefiidas con HE (Ver Anexo). Los preparados histol6gicos
fueron reevaluados bajo microscopio 6ptico por tres observadores independientes de forma
independiente, para confirmar el diagnéstico y evaluar las caracteristicas histopatologicas de
cada tipo tumoral. Ademas, dichas muestras fueron tefiidas con la tincion Tricromica de
Masson, una técnica especial para evidenciar las fibras colagenas (ver anexo).

De acuerdo a reportes previos (Hargis et al 1992; van der Gaag et al 1989), los hemangiomas
fueron clasificados en los tipos: capilar, cavernoso y mixto segun el tamafio de los espacios
vasculares y la cantidad de estroma. Mientras que los hemangiosarcomas se diferenciaron en
los tipos: capilar, cavernoso, sdlido y epitelioide (Valli et al 2017; Kim et al 2015; Gordon et al
2014; Dickerson et al 2005). En los casos donde se identificaron patrones mixtos, integrados
por diferentes componentes celulares de los diferentes tipos de angiosarcomas descritos
previamente, se adopt6é la clasificacion del tipo mas agresivo presente en el preparado
histologico. Por ejemplo, se clasific6 como de tipo cavernoso cuando los tipos capilar y
cavernoso se encontraronpresentes en la misma lamina histolégica, mientras que el tipo sélido
se us6 cuando se encontraron componentes de los tipos capilar, cavernoso y sélido en el
mismo preparado.



4.3. INMUNOHISTOQUIMICA

La expresion de los marcadores contra factor VIII, CD31 y CD34 fue evaluada en las muestras
seleccionadas segun protocolos establecidos previamente por otros autores (Jennings et al.
2012; Ramos-Vara et al 2010; Ramos-Vara y Beissenherz 2000). Para este estudio, las
secciones de tejido se desparafinaron con xilol y se hidrataron a través de una serie
decreciente en graduacion de pasajes en etanol (100°, 95°, 70°). Se realiz6 un pre-tratamiento
de bloqueo de la peroxidasa al 3%, luego se llevd a cabo la recuperacion antigénica mediada
por calor en una vaporera (Panavox, China), manteniendo las laminas histolégicas sumergidas
en tampon citrato 0,01 M a pH 6,0 en el interior de una jarra Coplin de polipropileno (Deltalab,
Espafia) durante 20 min. Se colocé el anticuerpo primario sobre la muestra del preparado, y
se las dejo en camara hiumeda a 4 °C toda la noche. A la mafiana siguiente, se le adicioné el
sistema de deteccion Labeled Streptavidin Biotin, DAKO (LSAB+) y Estreptavidina peroxidasa.
La visualizacion del marcaje se logro a partir de la utilizaciéon de Diaminobencidina durante 3 a
5 min., controlando la evolucion del proceso por la observacion permanente del preparado bajo
microscopio. La contratincion de las muestras se efectué con hematoxilina de Mayer.

Los controles positivos se realizaron de acuerdo con las instrucciones del fabricante. Para los
controles negativos se reemplazé el anticuerpo primario por PBS en muestras de los mismos
tejidos, que fueron corridas en paralelo y en los mismos tiempos que las muestras a las que
se le adiciono el anticuerpo primario. El grado de inmunoreactividad fue evaluado en base a la
presencia o ausencia de reaccion, localizacion celular especifica e intensidad de la marcacion.

Las imagenes digitales se obtuvieron de los preparados histolégicos e inmunohistoquimicos
mediante software de captura de camara digital (AmScope MU853B Camara digital USB 3.0
de alta velocidad de 8.5MP, China) conectada a un miscrosopio (Olympus BX41, Japon).



Tabla 1. Técnica de Inmunohistoquimica para tumores vasculares cutaneos en caninos

. Fuente Fuente del Recuperacion - Tiempo de Sistema de
Anticuerpo . . - N Dilucion . s s
animal Anticuerpo/Caodigo antigénica incubacion  deteccion
Policlonal de  Dako, Carpinteria, ~ Borg Decloaker .
. 1:100 Overnight LSAB +
factor VIl Conejo CA, A0082 RTU vernig
Monoclonal Borg Decloaker
CD34 de Ratén i?;zta g 'LUZS'C_S?;ZtZ 1:25 Overnight LSAB+
(ICO115) P RTU
Monoclonal I Borg Decloaker
CD31 de Rat6n Da‘g"AC;ropé;f”a' 1:25 Overnight ~ LSAB+
(JCT0A) ’ RTU

4.4. ANALISIS ESTADISTICO

A partir de los datos previamente descritos, fueron utilizados estadisticos descriptivos para las
variables categoricas (sexo, edad, raza y localizacion de los tumores). Para verificar la
existencia de diferencias entre las edades del grupo de animales con hemangiomas y el de
hemangiosarcomas, se utilizé la prueba t de Student para muestras independientes. Para ello
se uso el software estadistico computacional Past® 4.03 (Statistical analysis APP for Windows,
de acceso libre). Se utilizé un intervalo de confianza de 95% y el nivel de significancia fue de

p < 0.05.
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5. RESULTADOS

5.1. ESTUDIO POBLACIONAL
Hemangioma

Los resultados de sexo, edad, raza y localizacion de los tumores se encuentran en la
Tabla 2. Veinticinco casos de 446 tumores de piel fueron diagnosticados como hemangiomas
(5.8%). La edad media de los perros con diagnostico de hemangioma fue de 8.36 + 2.08 afios
(n=25, rango de 5 a 15 afios). En lo que respecta a la incidencia de razas especificas o cruzas
no definidas, de la totalidad de casos en este estudio, 44% eran cruzas no definidas. Dentro
de las razas especificas, Pastor Aleman (n=3) fue el de mayor incidencia (12%), en una
segunda categoria las siguientes razas ocuparon un 24%: Boxer (n=2), Cocker Spaniel (n=2)
y Sharpei (n=2), cada una con un 8%, 5 animales de otras razas distintas como por ejemplo
Golder Retriever, Labrador Retriever, Shis Tzu, Dachshund, y otros ocuparon una tercera
categoria sumando un 3%.

En referencia al género de los animales incluidos en el estudio, la relacion macho: hembra fue
de 1:1.

Con respecto a la localizacion anatdémica, el 40% de los tumores estudiados fueron ubicados
en las extremidades, continuando en incidencia los hallados en el tronco (36 %), cuello (12 %).
En 12% de los casos carecia de registro respecto a la ubicacion anatomica del hemangioma.

Hemangiosarcoma

Cada dato de raza, sexo, localizaciébn anatémica o tipo histolégico se muestra en la Tabla 2.
De 30 animales diagnosticados con hemangiosarcoma durante el periodo de estudio, 24
muestras de caninos diagnosticadas como hemangiosarcomas cutaneos fueron utilizadas en
este estudio (80%). Los hemangiosarcomas de piel diagnosticados durante el periodo de
estudio representaron 5.3% de todos los tumores de piel.

La edad media de los perros con hemangiosarcoma fue de 8,7 + 2.5 afios (n=24), rango de 5
a 13 afos). Del total de casos estudiados, 58% eran animales con raza definida y el restante
42% eran cruzas no definidas.

Con respecto a las razas, Pitbull Terrier (n=3), Labrador Retriever (n= 2) y Boxer (n = 2) fueron
las de mayor aparicion representando el 29% del total (cada una represent6 el 13 y 8%
respectivamente). Ademas, en una segunda categoria de incidencia de hemangiosarcomas,
encontramos que otro 29% lo constituyeron las razas Galgo (n = 1), Whippet (n = 1), Rottweiler
(n = 1) y Golden Retriever (n = 1), Ovejero Aleman (n=1), Pastor Inglés (n=1), Weimaraner
(n=1) cada una con un 4,2% del total.
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En cuanto al género, la proporcion de perros macho y hembra fue de 1:0,7, representando las
hembras el 58% de los animales con hemangiosarcoma.

En cuanto a la localizacion anatdmica, la ubicacién en el tronco represent6 el 50% de los
tumores estudiados, mientras que los casos restantes se presentaron en extremidades (34%)
y en escroto (8%). En uno de los casos (4%) no se informo por parte del remitente la ubicacién
anatémica.

La comparacion de las edades del grupo con hemangiomas y la del grupo de
hemangiosarcomas no mostraron diferencia significativa (p = 0.597).

5.2. HISTOPATOLOGIA
Hematoxilina-Eosina
Hemangiomas

Los hemangiomas diagnosticados se clasificaron en tipos capilar, cavernoso y mixto
(Fig.1A-C) segun el tamafio de los espacios vasculares y la cantidad de estroma. Se
observaron de tipo capilar en 1 caso, cavernoso en otros 2 casos, Yy tipo mixto en los restantes
23 casos.

Fig. 1. Preparados histoldgicos tefiidos con HE de distintos tipos de hemangiomas cutdneos caninos.
A: Se observa un hemangioma tipo capilar compuesto por vasos de pequefio tamafio y escaso tejido
conectivo. B: Hemangioma tipo cavernoso presenta vasos sanguineos de mayor calibre y gran cantidad
de tejido conectivo. C: El hemangioma tipo mixto suele presentar una combinacion de ambos tipos con
vasos de calibre variable.

En el tipo capilar, los tumores se formaron con capilares de pequefio tamafio con contenido
eritrocitario, el tamafio de los vasos sanguineos fue menor que los del tipo cavernoso (Figura
2). El tejido conjuntivo perivascular fue escaso y no caracteristico, y en algunos casos
existieron agregados linfociticos de pequefio tamafio. En algunos casos se evidencio la
presencia de trombos.
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Fig. 2. Obsérvese en este preparado a mayor aumento el calibre de los vasos con contenido
eritrocitario, estrechamente relacionados entre si. HE.

En el tipo cavernoso, los vasos sanguineos neoplésicos fueron de tamafio variable, en su
mayoria, grandes y estaban separados por importante cantidad de tejido conjuntivo fibroso
(Figura 3A). El estroma presentaba reaccion inflamatoria, caracterizada por abundancia de
linfocitos, macrofagos, plasmocitos, mastocitos y sider6fagos (células cargadas de
hemosiderina) (Figura 3B). En algunos casos se observaron multiples trombos, algunos de
ellos organizados.

Fig. 3. A: Se evidencia gran cantidad de tejido conectivo separando canales vasculares de gran tamafio
y con contenido eritrocitario. HE. B: Obsérvese un infiltrado inflamatorio severo y sider6fagos en el
estroma de un hemangioma cutaneo. HE.
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En todos los casos de hemangioma capilar y cavernoso, los vasos sanguineos estaban
revestidos por una sola capa de células neoplasicas de tamafio y forma predominantemente
uniforme y nudcleos aplanados sin hipercromasia (Figura 4). Las mitosis fueron raramente
encontradas.

Fig. 4. Corte de hemangioma capilar donde se observa que la formacion de vasos es a partir de una
monocapa de células endoteliales monomarficas. HE.

En el tipo mixto, coexistieron el tipo capilar y el tipo cavernoso, pero en muchos casos el tipo
cavernoso ocup6 la zona dominante y el tipo capilar ocup6 una localizacion mas hacia la
periferia del tumor (Figura 5).
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Fig. 5. Hemangioma cutaneo tipo mixto donde se visualiza una zona central predominantemente
cavernosa, con presencia de trombos y una zona periférica ocupada por multiples vasos sanguineos
de pequefio calibre. HE.

Independientemente del tipo de hemangioma, algunos tumores estaban rodeados de tejido
conectivo delgado (Figura 5A). En un caso se detectd Ulcera cutanea asociada al tumor,
acompafada de granuloma, inflamacién y necrosis (Figura 5B). En otro caso, un granuloma
severo se observo acompafiando la destruccion del tumor (Figura 5C).

Figura 5 Se observan distintos cortes de hemangioma, a distintos aumentos y cada uno mostrando
caracteristicas singulares. A: Este hemangioma presenta una una capsula fibrosa caracteristica de los
tumores benignos. HE. B: Algunos hemangiomas presentan ulceraciones que dejan en evidencia un
proceso necrético e inflamatorio asociado. HE. C: Proceso inflamatorio severo a predominio
linfoplasmocitario con intentos defensivos y de reparacion frente a la agresion tumoral. HE.

Hemangiosarcomas

El examen microscopico evidencio los siguientes tipos tumorales: 1 hemangiosarcomas
de tipo capilar (Figura 6A), y 1 de tipo epitelioide (Figura 6B) mientras que las muestras
restantes eran de tipo mixto de cada tipo (el tipo mixto de capilar, cavernoso y sélido; y tipo
mixto de cavernoso y solido fueron los mas frecuentemente observados) (Figura 6C y 6D). Los
tumores se formaron desde la dermis hasta el tejido subcutaneo.
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Fig. 6. Cortes de hemangiosarcomas cutaneos de distintos tipos histologicos. A: Hemangiosarcoma
cutaneo tipo capilar, caracterizado por vasos de pequefio calibre. HE. B: Hemangiosarcoma cutaneo
tipo epitelioide, caracterizado por células de apariencia “voluminosa” con escasa diferenciacion. HE. C:
Hemangiosarcoma cutaneo tipo mixto capilar, cavernoso y solido. HE. D: Hemangiosarcoma cutaneo
tipo mixto cavernoso y sélido. HE.

En todos los casos estudiados, los hemangiosarcomas no presentaban capsula, eran
infiltrantes (Figura 7A), o mal demarcados, o bien demarcados pero expansivos. Se detecto la
presencia de Ulceras en los tumores surgidos por debajo de la epidermis. En estos casos, la
proliferacion de las células neoplasicas, se acompafiaba de areas extensas de hemorragia y
necrosis. Solo en un casoel tumor no estaba rodeado por infiltrados pequefios de linfocitos,
polimorfonucleares y macrofagos. En 18 casos del total se observé reaccion desmoplasica
acompafando el crecimiento tumoral (Figura 7B). Se observo la presencia de trombos en 8 de
los 24 casos.
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Fig. 7. A: Corte de hemangiosarcoma de tipo infiltrativo, caracteristica propia de las neoplasias
malignas. HE. B: Se observa proliferacién de tejido conectivo asociado al crecimiento tumor en el tejido
dérmo-epidérmico. HE.

En cuanto a la caracterizacion para su diagndéstico histopatolégico, el de tipo capilar estaba
compuesto por células endoteliales neoplasicas que formaban multiples canales capilares de
pequefio calibre, siendo predominantemente de forma redonda con contenido eritrocitario en
su interior y separados por escaso o nulo tejido conectivo (Figura 8A). Las células neoplasicas
presentaron citoplasma ahusado, eosinofilico claro y escasamente demarcado, los nucleos
eran grandes, pleomorficos, redondeados e hipercromaticos a alargados o en forma de gota y
con cromatina dispersa. Se evidenciaron abundantes siderdfagos y otras poblaciones celulares
infiltrantes como plasmocitos e histiocitos. El tipo cavernoso mostrdé vasos de mayor calibre,
con formas y tamafios irregulares, constituidos por células endoteliales neoplasicas que
recubrian y llenaban las trabéculas formadas entre las luces vasculares (Figura 8B). La
cantidad de tejido conectivo en el estroma fue variable y se detectaron linfocitos, plasmocitos,
histiocitos y sideréfagos. En el tipo solido, la proliferacion neoplasica estaba compuesta por
cordones solidos de células neoplasicas inmaduras que conservaban la capacidad de formar
canales vasculares (Figura 8C). Aunque rara vez se visualizaba una estructura vascular obvia,
algunos vasos sanguineos neoplasicos formados no presentaban eritrocitos en la luz y se
parecian a una estructura alveolar. Estos, se diagnosticaron como hemangiosarcomas de tipo
epitelioide, se caracterizaban histolégicamente por la presencia de células endoteliales
neoplasicas de apariencia epitelial, y mas voluminosas que las tipicas células endoteliales
tumorales descritas para los otros tipos tumorales ya descritos (Figura 8D). En parte este
aumento de volumen se debe a la presencia de vacuolizacion intracitoplasmica (Figura 8E).
Estas células tumorales constituyeron una angiogénesis leve y la formacion de estructuras que
recuerdan los ductos glandulares, asi como aspecto similar al de los tumores sarcoides
indiferenciados. Este tipo tumoral presentd tejido conectivo fibroso dispuesto en cordones
entrelazados.
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Fig. 8. Se visualizan las caracteristicas histologicas de cada tipo de hemangiosarcoma. A:
Hemangiosarcoma tipo capilar, compuesto por células pleomoérficas formadoras de pequefios vasos
estrechamente relacionados. HE. B: Hemangiosarcoma tipo cavernoso, compuesto por grandes
canales separados por una generosa cantidad de tejido conectivo. HE. C: Hemangiosarcoma tipo
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sélido, compuesto por células endoteliales extremadamente pleomorficas, unas pocas de ellas aun
mantienen la capacidad de formar vasos sanguineos. HE. D: Hemangiosarcoma epitelioide,
conformado por células indiferenciadas cuyo aspecto asemeja un origen epitelial. HE. E: Se observan
células correspondientes a un hemangiosarcoma epitelioide, de aspecto redondeado, con vacuolas
intracitoplasmaticas en cuya luz se visualizan eritrocitos. HE.

Tricrdbmica de Masson
Hemangiomas

La tincion Tricromica de Masson se emple0 para la visualizacion histoldgica de fibras de téjido
conectivo coldgeno en secciones de tejido fijadas por formalina. Son tres los colorantes
utilizados por esta técnica: hematoxilina férrica, que tifie los nicleos de violeta, Fucsina acida,
que tife el citoplasma y las estructuras oxidadas en tonalidades de rojo y verde claro que
evidencia las fibras colagenas en verde. Con esta técnica sé observé que los hemangiomas
de tipo capilar presentaron escaso a nulo tejido conectivo (colageno tipo ) entre los pequeiios
capilares que lo conforman y el espacio extracelular (Figura 9).

Fig. 9. Se observan dos cortes comparativos del mismo ejemplar de hemangioma tipo capilar. A:
Hemangioma capilar tefiido con la tincién de rutina diagndstica. Se observa tejido conectivo tefiido con
eosina fuerte, los nucleos con hematoxilina y las estructuras oxidadas con eosina palida, tono
anaranjado. HE. B: Hemangioma capilar tefiido con la tincién especial Tricrémica de Masson, donde
se observan las diferentes estructuras celulares tefiidas por los colorantes que componen la técnica.
Evidencia escasa cantidad de tejido conectivo y una monocapa de celulas endoteliales. Tricrémica de
Masson.

Los hemangiomas cavernosos presentan importantes cantidades de colageno en las
trabéculas conectivas que separan los grandes vasos (Figura 10).
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Fig. 10. Se observan dos cortes comparativos del mismo ejemplar de hemangioma tipo cavernoso. A:
Tincién hematoxilina-eosina de rutina. HE. B: Tincion que evidencia mayor cantidad de tejido conectivo
entre los espacios vasculares. Tricromica de Masson.

Los hemangiomas de tipo mixto evidencian una zona central compuesta por vasos sanguineos
de gran calibre llenos de eritrocitos y separados por gruesas trabéculas de tejido conectivo,
mientras que en la zona periférica del tumor predominan los de pequefio calibre con escaso a
nulo tejido estromal (Figura 11).

Fig. 11. Se observan dos cortes comparativos del mismo ejemplar de hemangioma tipo mixto. A: Tincién
hematoxilina-eosina de rutina. HE. B: Tincidon que evidencia tejido conectivo compacto entre los
espacios vasculares de la zona central el tumor y menor cantidad en la zona periférica, entre los vasos
de pequefio calibre. Tricrémica de Masson.

Hemangiosarcomas
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Respecto a la morfologia microscopica de los hemangiosarcomas capilares y cavernosos
coincide con la de los hemangiomas en lo que respecta a la presencia de colageno evidenciada
con la técnica tricromica. En este caso las fibras se encuentran en forma mas desorganizada
y en pequenas islas u ovillos. Los hemangiosarcomas sélidos mostraron una disposicidn mas
difusa y homogénea de escaso tejido coldgeno, muchas veces distribuido en forma
arborescente entre los capilares neoplasicos (Figura 12). El tipo epitelioide presentd una matriz
de escaso tejido conectivo, desordenado y suelto, dispuesto entre los vasos sanguineos
patoldgicos, sin formacion de trabéculas.

Fig. 12. Se observan dos cortes comparativos del mismo ejemplar de hemangiosarcoma de tipo sélido.
A: Tincibn hematoxilina-eosina de rutina. Donde se evidencia escaso tejido conectivo y vasos
sanguineos escasos y aislados. HE. B: Tincion que evidencia escaso tejido conectivo dispuesto
alrededor de los escasos vasos sanguineos formando estructuras arborescentes. Tricrébmica de
Masson.

5.3.INMUNOHISTOQUIMICA

Todas las muestras de hemangiomas y hemangiosarcomas presentaron marcacion
inmunohistoquimica para el antigeno relacionado con CD31 y factor VIII. La localizacién celular
especifica para factor VIII fue citoplasmatica fuerte y membranosa extremadamente fuerte, el
tipo de marcacion fue granular y la intensidad fue elevada (Figura 13). Se evidencié marcacion
de fondo inespecifica para este anticuerpo en las muestras de hemangiomas vy
hemangiosarcomas.
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Fig. 13. Se evidencia un hemangiosarcoma de tipo capilar con marcacién inmunohistoquimica para el
antigeno relacionado con factor VIl caracterizada por ser especifica, fuerte, difusa, granular e
intracitoplasmatica. IHQ contra factor VIII.

La marcacion con el antigeno relacionado con CD31 se localiz6 preferentemente y casi
exclusivamente en la membrana citoplasmatica de las células endoteliales, siendo altamente
intensa y de tipo homogénea y no granular (Figura 14). Este anticuerpo presenté baja a nula
marcacion inespecifica.
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Fig. 14. Se observa un hemangiosarcoma de tipo capilar con marcacién inmunohistoquimica
para el antigeno relacionado con CD31 caracterizada por ser muy especifica, fuerte, no granular y
membranosa, con nula marcacion inespecifica. IHQ contra CD31.

Tanto las marcaciones contra CD31, como contra factor VIII presentaron menos
intensidad en el hemangiosarcoma de tipo epitelioide (Figura 15).
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Fig. 15. Cortes seriados del mismo especimen histolégico de hemangiosarcoma epitelioide. A:
Hemangiosarcoma epitelioide con una debil marcacion inmunohistoquimica para el antigeno
relacionado con CD31. IHQ contra CD31. B: Hemangiosarcoma epitelioide con una débil y difusa
marcacion inmunohistoquimica para el antigeno relacionado con Factor VIII. IHQ contra factor VIII.

Sin embargo, las células tumorales en cuestion fueron negativas para CD34 en todos
los tipos tumorales (Figura 16).

Fig. 16. Corte de un hemangioma capilar con nula marcacion inmunohistoquimica para el antigeno
relacionado con CD34. IHQ contra CD34.
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Tabla 1. Datos clinicos e histolégicos de caninos con hemangiomas

Items Caninos (%)
Razas (n = 25)
Cruza 11 (44)
Pastor Aleman 3(12)
Boxer 2(8)
Cocker Spaniel 2(8)
Sharpei 2 (8)
Pitbull Terrier 1(4)
Otros 4 (16)
Sexo (n = 25)
Macho 13 (52)
Hembra 12 (48)
Localizacién (n = 25)
Extremidades 10 (40)
Tronco 9 (36)
Cuello 3(12)
Sin informacion 3(12)
Sitio histoldgico
(n = 25)
Dermis 24 (86)
Subcutis 1(4)

Tipo histolégico (n = 25)
Tipo mixto capilar 23 (92)
y cavernoso
Tipo capilar 1(4)
Tipo cavernoso 1(4)
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Tabla 2. Datos clinicos e histolégicos de los caninos con hemangiosarcomas

Items Caninos (%)
Razas (n = 24)
Cruza 10 (42)
Pitbull Terrier 3(13)
Labrador Retriever 2 (8)
Boxer 2 (8)
Otros 7 (29)
Sexo (n = 24)
Macho 10 (42)
Hembra 14 (58)
Localizacién (n = 24)
Tronco 12 (50)
Extremidades 8 (34)
Escroto 2 (8)
Labio 1(4)
Sin informacién 1(4)

Tipo histolégico (n = 24)
Tipo mixto capilar, cavernoso y 9 (39)

sélido

Tipo mixto cavernoso y sélido 6 (25)

Tipo mixto capilar, cavernoso, 2 (8)
sélido y epitelioide

Tipo mixto sélido y epitelioide 2 (8)

Tipo mixto capilar, solido y 2 (8)

epitelioide
Tipo mixto cavernoso, sélidoy 1 (4)

epitelioide
Tipo capilar 1(4)
Tipo epitelioide 1(4)
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6. DISCUSION

Se ha informado que la edad media de los caninos con hemangiomas cutaneos era superior a
8 afos (Hargis et al. 1992; van der Gaag et al. 1989). Los caninos con diagnostico de
hemangioma cutaneo en este estudio mostraron que la edad promedio en el momento de la
escision era de 8.36 + 2.08 afios, por lo tanto, no hubo diferencias en la edad promedio de los
casos respecto a los reportados en informes anteriores. Por otro lado, existen reportes de
casos de desarrollo de estas neoplasias al nacer y durante los primeros afios de vida, lo que
sugiere como origen una malformacion vascular congénita o hemangiomatosis (Hargis et al.
1992). Considerando que los perros involucrados en esta investigacion superaban los 5 afios
de edad, esto no parece indicar que los hemangiomas tuvieran su origen en malformaciones
congénitas.

Por otra parte, tambien se ha propuesto que no existen diferencias de género, e incluso que
las hembras presentan con mayor frecuencia hemangiomas que los machos (Hargis et al.
1992; van der Gaag et al. 1989). En este estudio no se detectdé mayor frecuencia de aparicion
vinculada al género. Como una de las causas de hemangiomas dérmicos se ha planteado el
dafio solar cronico (Hendrick 2017; Mauldin & Peters-Kennedy 2016; Hargis et al. 1992).
Ademas, se informo que los perros con pelaje corto y piel ligeramente pigmentada tienen mas
hemangiomas y hemangiosarcomas que los perros con pelaje de longitud variable y
pigmentacion (Clifford et al. 2000; Hargis et al. 1992). En nuestros casos, los hemangiomas y
hemangiosarcomas diagnosticados también se detectaron en perros de pelo largo y en
multiples razas. Por lo tanto, en nuestro estudio, no se contemplo la relacion entre los tumores
vasculares de la piel y la exposicion a la luz ultravioleta planteada por otros autores. Asi mismo
existen reportes que plantean que no esta claro el origen de los hemangiosarcomas cutaneos
no actinicos, y que es poco probable que la radiacion solar incida en su desarrollo, siendo la
etiopatogenia similar a la de los hemangiosarcomas viscerales (De Nardi et al 2023). Sin
embargo, resulté interesante que los hemangiomas se encontraran por debajo de la epidermis
en 8 de los 25 caninos de este estudio reconsiderando la relacion entre este tipo tumoral y el
dafio solar. Para encontrar una relacién positiva entre las razas de perros y la exposicion solar,
seria necesaria una investigacion epidemiol6gica mas completa y con mayor nimero de casos.
Los cambios morfolégicos presentes en los hemangiomas fueron similares a los informados
previamente (Lather et al 2014; Hargis et al 1992; van der Gaag et al 1989). En este estudio,
la formacion de multiples trombos organizados se consideré como uno de los cambios
caracteristicos. La gran cantidad de trombos puede estar relacionada con el flujo de sangre en
el tumor y el transcurso del tiempo desde la formacion del tumor. El presente estudio también
mostro que el tipo mixto fue el mas comun, coincidiendo con otros autores (Hargis et al. 1992).
Dependiendo del tiempo de evolucién del tumor y la condicibn de los caninos, los
hemangiomas pueden evolucionar desde los del tipo capilar a los del tipo cavernoso con la
proliferacion de tejido conectivo. Estudios inmunohistoquimicos previos informan que la tincion
con factor VIl es la mas sensible para el diagnéstico de los hemangiomas caninos (von Beust
et al. 1988) y que el marcador CD31 tiene una relevancia diagnéstica limitada para las
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neoplasias vasculares de los gatos (Jennings et al. 2012). En nuestros casos, las células
tumorales fueron reactivas contra ambos anticuerpos primarios (CD31 y factor VIII). En
caninos, varios autores postulan que el hemangiosarcoma es una neoplasia que metastatiza
facilmente a 6rganos distantes por via hematégena (Carloni et al. 2019; Nébrega et al. 2019;
Hendrick 2017; Mauldin & Peters- Kennedy 2016; Guinan et al. 2012; Shor et al. 2009). En
cambio, para los felinos, algunos estudios sugieren que el origen de estas células endoteliales
tumorales deriva de células madre (Griffin et al. 2012; Tinsley 2020). Para los caninos, el
principal sitio primario de desarrollo de hemangiosarcomas es el bazo, aunque también se
observan en otros érganos, incluidos el corazén y la piel (Iwata et al. 2018; Leyva et al 2018;
Hendrick 2017; Spranger & Kazz 1997; Mauldin & Peters- Kennedy 2016; Burchell et al 2014;
Yamamoto et al 2013; Guinan et al. 2012; Clifford 2000; Sprangler & Kazz 1997; Sprangler &
Culbertson 1992; van der Gaag et al. 1989; Aronsohn 1985; Brown et al. 1985). Para el caso
de los hemangiosarcomas cutaneos caninos, estos representan aproximadamente el 13% de
todos los hemangiosarcomas en perros (Tinsley 2020). En nuestro estudio, la frecuencia de
diagnéstico de hemangiosarcomas cutdneos en relacién con los hemangiosarcomas viscerales
y no viscerales diagnosticados en nuestro laboratorio fue de 89%, y esta incidencia fue
bastante alta en comparacién con informes anteriores (Mullin et al. 2019; Gruntzig et al. 2016;
Young et al. 2010). Sin embargo, datos epidemiolégicos brasilefios demuestran que la
incidencia de hemangiosarcoma cutaneo canino fue del 27 al 80% respecto a la totalidad de
hemangiosarcomas viscerales y no viscerales (de Nardi et al. 2023). Ademas, Hargis et al.
(1992) informan que la incidencia de hemangiomas es mas alta que la de hemangiosarcomas
y que algunos caninos tienen una combinacion de hemangiomas y hemangiosarcomas.

En nuestro estudio, los hemangiomas fueron del 5,8% y los hemangiosarcomas del 5.3%, por
lo que no hubo diferencia en la incidencia de ambos tumores. Ademas, ningun canino presento
hemangiomas y hemangiosarcomas concurrentes. Aunque se dice que este tumor es mas
frecuente en algunas razas como Pastor Aleman, Golder Retriever, Labrador Retriever y
Shnauzer (Clifford et al. 2000), los hemangiosarcomas de nuestro trabajo mayoritariamente
afectaron a perros cruza (que constituyen la amplia mayoria de la poblacién canina uruguaya)
y estaban presente en alguna pocas razas especificas (dato que puede estar influido por la
tendencia a la cria de determinadas razas en un momento particular, al intentar identificar
algunas de las razas caninas con prediposicion al desarrollo de estos tumores. Por lo que
deberia complementarse el estudio histopatoldgico con analisis poblacionales mas amplios.
Algunos informes indican una mayor prevalencia en los machos (Gruntzig et al. 2016; Clifford
et al. 2000), en nuestro estudio no hubo diferencia en la frecuencia de aparicion por sexo. El
hemangiosarcoma ocurre en perros mayores y la edad promedio de los perros afectados en el
momento del diagndstico es de 8 a 13 afos (Clifford et al. 2000; Prymak et al. 1998; Srebernik
et al. 1991; Sprangler et al. 1992; Brown et al. 1985). La edad promedio de los caninos con
hemangiosarcomas en el periodo estudiado en este trabajo fue de 8.7+2.5 afos, pero 9 perros
del total de 24 tenian 8 afios 0 menos, tomando de referencia la edad en que la muestra de
biopsia de piel habia sido remitida a nuestro laboratorio. Es claro que el desarrollo del tumor
se debio iniciar, al menos en la mayoria de los casos estudiados, antes que cuando se decidio
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y realizo la cirugia y se remitié la muestra para su estudio histopatologico. Considerando esto,
los hemangiosarcomas cutaneos caninos en Uruguay pueden ocurrir, antes de lo descrito en
este trabajo, y muy probablemente, con mayor frecuencia en caninos mas jovenes. Es por ello
gue, para tener una informacion mas certera de la aparicion temprana de los tumores
vasculares cutaneos caninos, es necesaria la realizacion de estudios epidemioldgicos mas
amplios, incluyendo méas datos clinicos que describan precisamente el tiempo de evolucidn,
para intentar un diagnéstico temprano, requiriéndose también una mayor investigacion
utilizando mayor numero de materiales de los reportados en este trabajo.

En este estudio, intentamos aclarar la relacion entre los tipos tumorales y el prondstico clinico
futuro después de la cirugia de extraccion de tumor, fue por ello que clasificamos los
hemangiosarcomas diagnosticados en cuatro tipos histolégicos, capilar, cavernoso, sélido,
epitelioide y mixto segun la diferenciacion de células tumorales y basados en la litratura
publicada (Valli et al. 2017; Kim et al. 2015; Gorden et al 2014, Dickerson et al 2005). Dadas
las caracteristicas histopatoldgicas de indiferenciacion celular, invasividad y capacidad de
infiltracion, consideramos al tipo epitelioide como el de mayor malignidad de todos los tipos
diagnosticados. Como resultado de la clasificacién el tipo mixto que incluye el tipo capilar,
cavernoso y solido y el tipo mixto de cavernoso y solido fueron los mas frecuentemente
observados. Hasta donde sabemos, la incidencia de cada tipo de hemangiosarcoma no ha
sido bien determinada previamente. Ademas, obtuvimos interesantes y novedosos resultados,
ya que las células tumorales epitelioides se detectaron en 7 tipos mixtos y también se observé
un caso de hemangiosarcoma formado sélo por células tumorales epitelioides. Warren y
Summers (2007) informaron que las caracteristicas histologicas claves en el
hemangiosarcoma epitelioide eran la apariencia epitelioide de las células endoteliales
neoplasicas y la vacuolizacién ocasional de su citoplasma y Shor et al. (2009) mencionan que
uno de los hallazgos caracteristicos era la formacion de nidos discretos de células tumorales
similares a las vistas en preparados histolégicos de carcinomas anaplasicos. En nuestro
estudio, el hemangiosarcoma de tipo epitelioide mostré6 cambios histolégicos similares a los
descritos previamente por otros autores, y las células tumorales fueron positivas para
marcadores endoteliales, como el factor VIIl y CD31 descritos por Warren y Summers (2007).
Segun el informe de Shor et al. (2009) el hemangiosarcoma epitelioide hace metastasis a
varios 6rganos como prostata, pulmén, higado, rifidn, testiculos, colon, estbmago y cerebro y
se considera un tipo con alta malignidad.

Los resultados inmunohistoquimicos revelaron que las células tumorales de varios tipos de
hemangiomas reaccionaron con factor VIIl y CD31.Sin embargo, las células tumorales fueron
negativas para CD34. Se dice que la inmunopositividad del factor VIl se considera diagndstica
para hemangiosarcomas y se ha demostrado que CD31 solo o combinado con factor VIl es
mas especifico y necesario en casos de hemangiosarcomas epitelioides (Hendrick, 2017).
Nuestros datos confirman los resultados reportados por estos autores. Ademds, hay
numerosos informes sobre la utilidad de la combinacion de factor VIII y CD31 en el diagndstico
inmunohistoquimico de hemangiosarcomas, incluyendo al de tipo epitelioide (Choi, 2019;
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Ramos-Vara et al. 2018, Tsuiji et al. 2013; Guinan et al. 2012; Jennings et al. 2012; Warren y
Summers 2007; von Beust et al. 1988). Aunque también se ha dicho que CD34 es util como
marcador para el diagndstico inmunohistoquimico de hemangiosarcomas, se dice que la falta
de especificidad limita su uso para confirmar tumores vasculares en caninos, y la amplia
expresion de CD34 en neoplasias de gatos, tampoco justifica su uso como marcador de
neoplasias vasculares en esa especie (Hendrick, 2017; Jennings et al. 2012). En este sentido,
se dice que la inmunohistoquimica de CD31 para el diagnostico en neoplasias vasculares
pobremente diferenciadas o epitelioides en caninos requiere especial atencién dada la posible
reactividad cruzada (Ramos- Vara et al. 2018).
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7. CONCLUSION

La edad promedio de los perros que presentaban hemangiomas en el momento de la escision
quirdrgica fue de 8,4 afios y la de los perros con hemangiosarcomas fue de 8,7 afios.

No se detecto predileccion por el sexo en perros con hemangiomas y hemangiosarcomas.

Ambos afectaron varias razas de perros, pero dada la preponderancia de animales cruza, estos
fueron los mayoritariamente diagnosticados para ambos tumores vasculares.

Los hemangiomas en este estudio se clasificaron en 3 tipos, capilar, cavernoso y mixto y el
tipo mixto fue mas frecuente que los tipos capilar y cavernoso.

Los hemangiosarcomas se clasificaron en los tipos capilar, cavernoso, solido, epitelioide y tipo
mixto en base a la indiferenciacion de las células endoteliales neoplasicas. Como resultado de
esta clasificacion, se observoé con frecuencia el tipo mixto (capilar, cavernoso y solido) y el tipo
mixto (cavernoso y solido), el tipo epitelioide se observo en 7 tipos mixtos y en un caso formado
Unicamente por células tumorales de aspecto epitelioide.

Los tumores vasculares, y sobre todo los hemangiosarcomas cutdneos en caninos, son de alta
frecuencia de aparicionen Uruguay, y por ser enfermedades de etiopatogenia compleja, es
dificil de dilucidar su etiologia usando solamente la histopatologia convencional. A la fecha,
hay un nimero reducido de marcadores disponibles para definir su prondstico, asi como de
opciones terapéuticas, por lo que nuestro trabajo confirma que el uso complementario de la
inmunohistoquimica contra factor VIIl y CD31 pueden ser herramientas complementarias utiles
para su estudio sistematico.

Este trabajo de caracterizacion epidemioldgica e histopatoldgica en nuestro pais contribuye al
entendimiento del comportamiento biol6gico de dichos tumores y la estandarizacion entre
informes histopatoldgicos, que permitan en el futuro, la realizacion de nuevos estudios clinicos
con criterios mas homogéneos y la obtencion de informacion valiosa para establecer su
prondstico post-quirdrgico.
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ANEXO

PROCEDIMIENTO TINCION CON HEMATOXILINA - EOSINA (HE)

a) Dejar las laminas over-night en estufa.
b)  Desparafinar con:

Xilol 1: durante 10’

Xilol 2: durante 15’
c) Hidratar con alcoholes decrecientes:

100°GL (pasajes 1y 2) - 95°GL - 70°GL (menos de 1’ en c/u)
d) Lavar con H20 corriente (Gltimo enjuague con H20 destilada)
e) Hematoxilina: 10’
f) Lavar con H20 corriente: 10’ corriendo el H20 fuerte.
g  Eosina:3-4
h)  Lavar H20 corriente (suave).
) Deshidratar con alcoholes crecientes:

70°GL - 95°GL - 100°GL (pasajes 1y 2)

Xilol 1

Xilol 2

)] Montar

40



PROCEDIMIENTO TINCION CON TECNICA TRICROMICA DE MASSON

a) Dejar las laminas over-night en estufa.
b)  Desparafinar con:
Xilol 1: durante 10’
Xilol 2: durante 15’
c) Hidratar con alcoholes decrecientes:
100°GL (pasajes 1y 2) - 95°GL - 70°GL (menos de 1’ en c/u)
d) Lavar con H20 corriente (Gltimo enjuague con H20 destilada)

e) Teilir las laminas con Hematoxilina férrica de Weigert (Solucion de trabajo) durante
5,

f) Lavar con H20 corriente durante 2’

s)] Aplicar a las laminas solucion escarlata de Biebrich-fuscina &cida durante 15°

h)  Lavar con H20 destilada

i) Diferenciar con solucion acuosa de acido fosfotungstico/fosfomolibdico durante 15’
j) Sin lavar, aplicar solucion de verde luz (light green) al 2 por 100 5-10’

k)  Lavar con H20 destilada

l)  Aplicar solucion de acido acético (1%) durante 3-5’

m) Deshidratar rdpidamente en 2 cambios de alcohol 95° GL, seguido de 2 cambios de
alcohol absoluto (100°GL)

Xilol 1
Xilol 2

n)  Montar

41
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Abstract

We studied a 14-year-old male dog necropsied. Gross findings were hemorrhagic nodules in the spleen, liver, heart
and abdominal and thoracic lymph nodes. Histologically, we homogeneously observed tumor cells often with prominent,
bulging and mitotic nuclei that were pleomorphic and hyperchromatic, forming small blood vessels. Tumors in all organs were
diagnosed as capillary hemangiosarcomas. No tumor cells were detected in the lungs. We presume that the primary tumor was
present in the spleen, from where it metastasized multiple organs via lymphatic vessels.

Key words: dog, pathology, hemangiosarcoma, spleen.

Introduction

Hemangiosarcomas are the most common primary
malignant tumors occurring in the spleen of dogs (3, 6,
11, 13), and is capable of metastasizing various organs
(14). Splenic hemangiosarcomas were reported usually
metastasize the heart in than 25% of cases (2). It was also
described that metastases of splenic hemangiosarcomas
differ between small and large dogs, the later showing
metastases in the abdominal and/or thoracic organs, muscles
and subcutaneous flank (14). Canine hemangiosarcomas
present in general high possibility of producing metastases,
and primary hemangiosarcomas of organs other than the
spleen are also known to metastasize as well (4, 8-10, 15,
16, 18). In this work , we present a diagnosis of capillary
hemangiosarcoma in an old, crossbred dog, that affected
the spleen, liver, heart and abdominal and thoracic lymph
nodes. The main purpose of this study is to characterize the
morphological changes produced by the hemangiosarcoma
in the different organs.

Case Description

The studied specimen was a crossbred, 14 year old
male dog of large size (ca. 30 kg) . General signs prior to
death were disorexia to anorexia, polydipsia, oliguria, and
ascites. Ultrasonographic evaluation of the patient allowed
to detect nodules in the liver and spleen. The dog received
symptomatic treatment, but the condition did not improve
and died. Abnormal tissues found at necropsy were fixed
in 10% neutral buffered formalin solution, processed,
sectioned at 4 pum, and stained with hematoxylin-eosin
(HE). Histological examination was performed under light
microscopy by 3 experienced veterinary pathologists.

Grossly, mild bloody ascites and pericardial fluid
were detected. Multiple nodules of various sizes were
observed inthe spleen, from less than 0.5 cm to approximately
10 cm in diameter (Fig. 1). Although a particular structure
was not evident on the cut surface of these tumors,
hemorrhage was a characteristic and constant finding. We
found nodules of various sizes both in the liver and spleen

Brazilian Journal of Veterinary Pathology. www.bjvp.org.br . All rights reserved 2007-2022.


https://bjvp.org.br/wp-content/uploads/2022/11/v15-n3-10.pdf

Varela et al.; Histopathological case study of canine hemangiosarcoma with multiple organ metastases 169
Braz J Vet Pathol, 2022, 15(3), 168 — 172
DOI: 10.24070/bjvp.1983-0246.v15i3p168-172

Figure 1. Spleen. Nodules of various sizes.

Figure 3. Heart. Nodular lesion in the right atrium.

Figure 2. Liver. Nodules of various sizes.

(Fig. 2). Hemorrhage was seen in the right atrium with a
tumoral mass proliferation spreading to the surrounding
muscular wall (Fig. 3). The thoracic and abdominal lymph
nodes, especially the mediastinal and mesenteric ones, were
swollen and hemorrhagic. Congestion and edema were
observed in the lungs, but no gross nodules were detected.
Histologically, tumor cells proliferating in the spleen, liver,
heart and lymph nodes were identifyed. The morphology
of tumor cells in each organ was basically the same, and
often presented a prominent, bulging nuclei, that were
pleomorphic and hyperchromatic, commonly with mitosis.
The tumor cells formed small blood vessels, some of them
associated to hemorrhagic lesions. In the spleen, the normal
structure of the organ disappeared, and was completely
replaced by tumor cells in main tumor growth areas (Figs.
4 and 5). Necrosis and hemorrhage were more evident as
extensive proliferation of tumor cells was observed. In the
liver, these cells became clumpy and pressed the surrounding
tissue with degeneration and necrosis of hepatocytes;
infiltration of tumor cells into the sinusoids was also evident
(Figs. 6 and 7). In the heart, tumor cells similar to those
in the spleen and liver were seen infiltrating myocardial
fibers, causing atrophy and degeneration (Figs. 8 and 9).
Formation of capillaries by tumor cells was observed in
some areas. In all lymph nodes, the cells infiltrated the
dilated sinus, which was accompanied by the formation
of miriads of capillaries plus hemorrhage (Fig. 10). Tumor
cells at these locations were predominantly round, oval,
spindle-shaped with distinct atypical nuclei, and often
bearing mitotic figures. The lungs showed congestion and
edema, but with no neoplastic changes neither observed
at gross pathology nor histology. In summary, the overall
pattern of growth of the hemangiosarcoma in the different
organs was of capillary type.
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Figure 4. Spleen. Proliferated tumor cells forming blood vessels. Figure 5. Spleen. High magnificated Figure 4. Formation of
H&E. x100. capillaries by tumor cells. H&E. x400.
Figure 6. Liver. Proliferated tumor cells pressing the Figure 7. Liver. High magnificated Figure 6. Proliferation of
surrounding hepatocytes. H&E. x100. tumor cells in sinudoids. H&E. x400.
Figure 8. Heart. Invaded tumor cells between myocardial Figure 9. Heart. High magnificated Figure 8. Proliferated tumor
fibers. H&E. x400. cells with atrophy of myofibers. H&E. x400.
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Figure 10. Mediastinal lymph nodes. Tumor cells forming
capillaries in the sinus. H&E. x400.

Discussion

At first examination at the Veterinary Hospital
of the Veterinary Faculty, Universidad de la Republica
(Montevideo, Uruguay), nodules were already observed
in multiple abdominal organs by ultrasonography.
Histologically, although tumor cells were inequivocally
detected in the spleen, liver, heart and various lymph nodes,
it was difficult to determine the primary site of the tumor
due to the lack registry of time-dependent clinical findings.
However, it is presumed that the spleen was the primary
tumor organ because of the higher number and size of
tumors. Besides, the hemangiosarcoma is characteristic
of this organ. If the spleen was the primary organ of the
tumor in our study case, the tumors observed in the liver
and heart have to be considered as metastatic lesions. It has
been previously reported that canine hemangiosarcomas
occur frequently in the spleen, and that this tumor is
present in about 20-40% of splenic abnormalities (3, 6). In
addition, more than 80% of splenic abnormal masses have
been described as hemangiosarcomas (13). This tumor was
reported to frequently metastasize the liver (2, 4, 8, 10,
14-16, 18), and it was also confirmed that more than 25%
of splenic angiosarcomas metastasize the heart (2). Based
on these reports and the present pathological findings, it
is strongly possible that in our case the hemangiosarcoma
first developed in the spleen, and then metastasized the liver
and heart. Recently, an interesting clinical study reported
the metastastatic behavior of splenic hemangiosarcomas.
As a result of a clinical follow-up of 34 large dogs treated
with splenectomy due to splenic hemangiosarcoma, it was
confirmed that metastases were found in the the following
anatomical distribution: abdominal organs (including liver,
kidney, omentum, and lymph nodes; n = 23), liver (n =
5), lungs and abdominal organs (including liver, kidney,
omentum, and lymph nodes; n = 2), right cardiac atrium (n
=4), muscles (n = 2), lungs (n = 1), and subcutaneous flank

area (n= 1) (14). On the other hand, it was reported that most
of the hemangiosarcomas present in the heart metastasize
the lungs, and also muscles (1, 15). However, in this case,
no metastases to lung or muscle were observed. Besides,
the fact that tumor cell infiltration was characteristic in the
sinuses of each lymph node, suggests that the metastases
detected in different organs were mainly disseminated by
lymphatic vessels.

Hemangiosarcomas are usually subdivided into
various types of growth patterns (5, 7, 12, 17). In this study,
an interesting feature is that the hemangiosarcoma found in
all organs was the capillary type.
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Abstract

There are no reports of what kind of spleen tumors have developed within a certain period of time in Uruguay.
Therefore, we investigated spleen tumors that were surgically resected and brought into our laboratory for a year (2019-2020).
As aresult, 9 splenic tumors were observed. Hemangiosarcomas occurred at the highest incidence in 6 of 9 cases. In addition,
1 case each of lymphoma, fibrosarcoma, and perivascular wall tumor was observed. Furthermore, the perivascular wall tumor,
which has not been reported so far, was observed in a seven years-old female Cocker Spaniel.

Key words: dogs, pathology, spleen, tumor.

Introduction

Hemangiosarcoma has been described as the most
common splenic tumors in dogs in some countries (1,3,8,10),
and lymphoma has been well documented in the spleen
(18). In addition, splenic tumors such as osteosarcoma,
fibrosarcoma, leiomyosarcoma, liposarcoma, chondrosarcoma,
myxosarcoma, perivascular cell tumor and rhabdomyosarcoma
have also been reported (1,11,15,19). In South America, there
have been no reports of histopathologic typification and
epidemiologic study of spleen tumor has developed within a
period. Therefore, we morphologically examined surgically
resected splenic tumors brought to our laboratory for one year
in order to investigate frequency of spleen tumors in Uruguay.

Materials and methods

Samples of 9 spleen tumors surgically removed from
canines by private veterinary clinics from 2019 to 2020 were
referred to the Diagnostic Pathology Laboratory of Facultad
de Veterinaria — Universidad de la Republica (Montevideo,
Uruguay) for histopathological diagnosis. The breeds examined
were: Labrador Retriever (3/9), Crossbred (2/9), German
Shepherd (1/9), Rodeshian ridgeback (1/9), Golden Retriever

(1/9) and Cocker spaniel (1/9). There were 4 males and 5
females. The mean age of dogs was 9.6 years old (range 7-12
y. 0.). Samples were fixed in 10% buffered formalin solution,
processed, sectioned at 4 um, stained with hematoxylin-eosin
(H&E). Histopathological examination was performed under
light microscopy by four veterinary pathologists (BV, CL, KY,
IJMV). The expression of the Factor VIII marker was evaluated
in the selected samples according to protocols previously
established by other authors (7,12,13). For this study, tissue
sections were deparaffinized with xylen and hydrated through a
series of decreasing gradation of passages in ethanol (100°, 95°,
70°). A 3% peroxidase blockade pre-treatment was performed,
then heat-mediated antigen retrieval was carried out in a steamer
(Panavox, China), keeping the histological slides submerged in
0.01 M citrate buffer at pH 6 .0 inside a polypropylene Coplin jar
(Deltalab, Spain) for 30 min. The primary antibody was placed
on the sample of the preparation, and they were left in a humid
chamber at 4 °C overnight. The next morning, the detection
system (Mouse-on-canine HRP-polymer, Biocare Medical ,
USA) and Streptavidin peroxidase were added. The visualization
of the labeling was achieved from the use of Diaminobenzidine
for 3 to 5 min., controlling the evolution of the process by
permanent observation of the preparation under a microscope.
Samples were counterstained with Mayer’s hematoxylin.
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Table 1. Data, histopathological and immunohistochemical (IHC) diagnosis in each case

Case N°. Breeds Sex Age (years) Histological diagnosis IHC against Factor VIII
1 Rodeshian ridgeback ~ Female 9 Hemangiosarcoma (capillary type) Positive
2 Crossbred Male 9 Hemangiosarcoma (capillary type) Positive
3 German shepherd Male 12 Hemangiosarcoma (capillary type) Positive
4 Labrador Retriever Male 12 Hemangiosarcoma (capillary type) Positive
5 Cross Female 11 Hemangiosarcoma (carvenous type) Positive
6 Golden Retriever Male 7 Hemangiosarcoma (solid type) Positive
7 Labrador Retriever Female 7 Lymphoma Negative
8 Labrador Retriever Female 12 Fibrosarcoma Negative
9 Cocker spaniel Female 7 Perivascular wall tumor Negative

Positive controls were performed according to the
manufacturer’s instructions. For the negative controls, the
primary antibody was replaced in samples of the same tissues
by PBS, which were run in parallel and at the same time as
the samples to which the primary antibody was added.

Results

Of the 9 cases under study, 6 came from the city
of Montevideo, 2 from Canelones and 1 from Florida.
Macroscopically, 4 of them presented a nodular neoplastic
growth while 3 showed a diffuse growth. 2 of them have
no macroscopic description. Hemangiosarcoma was found
in 6 cases, and in each case fibrosarcoma, lymphoma,
and perivascular wall tumor were also found (Table 1).
Multiple primaries were not found. In hemangiosarcoma,
the neoplastic cells often had prominent, bulging nuclei
that were pleomorphic and hyperchromatic with mitoses
in all cases. According to the main growth patterns of
hemangiosarcoma, the capillary type was demonstrated
in 4 cases, and the cavernous and solid types in 1 case,
respectively (Figs. 1, 2 and 3). In the capillary histological
type, the growth pattern was infiltrative, the neoplastic cells
were arranged in monolayers or multiple layers along the
collagen trabeculae or collagen fibers, forming irregular
blood vessels. No invasion to blood or lymphatic vessels
was observed, the maximum mitotic rate was 3 mitoses per
10 high-resolution fields. The neoplastic cells in the capillary
hemangiosarcomas presented low pleomorphism and one
of the cases presented atypical mitoses and more than
10 cells with multiple nuclei in 10 high-resolution fields.
In the cavernous type, the growth pattern was expansive,
without invasion of blood and/or lymphatic vessels, the
neoplastic blood vessels were generally separated by fibrous
connective tissue. In this case, the blood vessels varied in
size and were often filled with blood cells. The cells of this
tumor type presented a mitotic index of 2 mitoses per 10
high-resolution fields, their cells showed low pleomorphism
and a high nucleus-to-cytoplasm ratio, more than 10 cells
in 10 high-resolution fields showed multiple nuclei. Finally,
in the case of the solid type, the growth pattern was non-

infiltrative, the neoplastic proliferation was composed of
solid cords of neoplastic cells that retained the ability to
form vascular channels and some of them invaded normal
blood vessels. Its mitotic index was 10 per high resolution
field, presenting high pleomorphism, 4 atypical mitoses and
more than 10 cells with multiple nuclei in 10 high resolution
fields. Neoplastic cells had a 1:1 nucleus-cytoplasma ratio.

In another case, the marginal zone of lymphoid
follicles proliferated, resulting in blurred borders between
adjacent lymphoid follicles (Fig. 4). Lymphocytes in
the proliferating marginal zone were rich in cytoplasm
with medium-sized round to elliptical nuclei with clear
chromatin, but no mitoses were observed. The neoplastic
cells invaded blood and lymphatic vessels. This case was
finally diagnosed as marginal zone lymphoma.

A fibrosarcoma composed of intertwined bundles
of immature fibroblasts that produce collagen (Fig. 5) and
invade blood vessels. In addition, mucin production was also
detected in some areas. The growth pattern was expansive
with a line of demarcation separating cell proliferation from
an area of necrosis. Nuclear dysplasia, cells with multiple
nuclei, and mitoses were frequently observed in tumor cells.
High nucleus-cytoplasm ratio in these cells.

The final case reported here was a perivascular wall
tumor whose growth pattern was infiltrative, characterized
by the formation of concentric layers of spindle-shaped
tumor cells centered around small blood vessels (Fig.
6). Most of the neoplastic cells were spindle cells, but
occasionally polygonal cells and multinucleated cells were
also found, producing collagen, with large nuclei in relation
to the cytoplasm, the mitotic index was 8 mitoses per 10
high-resolution fields, without cells with atypical mitoses or
multiple nuclei.

Immunohistochemistry  performed with von
Willebrand Factor-related antigen confirmed the presence of
strongly marked neoplastic endothelial cells in capillary (Fig.
7), cavernous (Fig. 8), and solid (Fig. 9) hemangiosarcoma.
The fibrosarcoma (Fig. 10), the perivascular tumor (Fig.
11) and the lymphoma (Fig. 12) did not show any labeling
in the neoplastic cells. The normal vessels of the different
specimens were used as positive controls of the technique.
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Figure 1. Hemangiosarcoma. Capillary type. Vascular spaces Figure 2. Hemangiosarcoma. Cavernous type. Neoplasic
formed by single and multiple layers of neoplastic cells supported blood vessels of variable size and separated by fibrous tissue
by collagen trabeculae and collagen fibers (H&E, 400x). (H&E, 400x).
Figure 3. Hemangiosarcoma. Solid type. Solid cords formed by Figure 4. Lymphoma. Unclear borders between lymphoid
proliferating spindle cells surrounding small vascular channels follicles with proliferation of the marginal zone (H&E, 100x).
(H&E, 400x).
Figure 5. Fibrosarcoma. Spindle-shaped fibroblast cells Figure 6. Perivascular wall tumor. Concentric formation of
arranged in intersected and interlaced bundles with collagenous proliferating spinoid cells around small blood vessels (H&E, 100x).

intracellular substance (H&E, 100x).
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Figure 7. Hemangiosarcoma. Capillary type. Positive Figure 8. Hemangiosarcoma. Cavernous type. Positive
immunostaining against von Willebrand factor related antigen immunostaining against von Willebrand factor related antigen
(IHC against factor VIII-related antigen, 100x). (IHC against factor VIII-related antigen, 100x).

Figure 9. Hemangiosarcoma. Solid type. Positive Figure 10. Fibrosarcoma. Negative immunostaining against
immunostaining against von Willebrand factor related antigen von Willebrand factor related antigen (IHC against factor
(IHC against factor VIII-related antigen, 100x). VIII-related antigen, 100x).
Figure 11. Perivascular wall tumor. Negative immunostaining Figure 12. Lymphoma. Negative immunostaining against von
against von Willebrand factor related antigen (IHC against factor Willebrand factor related antigen (IHC against factor VIII-
Vlll-related antigen, 100x). related antigen, 40x).
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Discussion

Itis well known that hemangiosarcoma and lymphoma
are frequent tumors of the spleen. Hemangiosarcoma has been
reported to be present in about 20-40% of splenic abnormalities
(1,3). It has also been reported that 80% of hemangiosarcomas
were found in the biopsy materials of the abnormal spleens (10).
The most common tumor in this study was hemangiosarcoma,
which accounted for 60%. Hemangiosarcoma has been
described to be divided into various growth patterns (2,4,9,17).
In the present hemangiosarcomas, capillary growth patterns
occurred most frequently in 4 out of 6 cases. The epithelioid
growth pattern is considered to be highly malignant (14), but
it was not observed in this study. The lymphoma described
here was diagnosed as marginal zone lymphoma based on
its morphological pattern. This type of lymphoma has been
reported to occur frequently in dogs (11,18).

The mesenchymal sarcomas such as osteosarcoma,
fibrosarcoma, leiomyosarcoma, liposarcoma, chondrosarcoma,
myxosarcoma, hemangiopericytoma and rhabdomyosarcoma
have been reported as non-angiogenic and non-hematogenic
splenic sarcomas (1,11,15,19). In this study, fibrosarcoma was
observed in one case. Fibrosarcoma was diagnosed based on
the results of morphological characteristics. On the other hand,
perivascular wall tumor (hemangiopericytoma) was found in
one case. This tumor is known to occur in the skin (6). To our
knowlegemente, only one case of splenic perivascular wall
tumor has been reported (11). According to information from
the veterinarian surgeon, this case was not associated with a
skin tumor. In addition, the perivascular tumors of the skin
have been reported to have spread to the lungs, breast, internal
iliac lymph nodes and lumbar lymph nodes (5,16), but not to
the spleen. Therefore, we suggested that the tumor described
here was a primary splenic tumor.

In conclusion, morphological studies were
performed on 9 surgically removed splenic tumors brought
to our laboratory for one year. As a result, hemangiosarcoma
was found in 6 cases, and lymphoma, fibrosarcoma and
perivascular wall tumor were found in 1 case each.
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