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I. Introduccion

La incidencia del cancer ha aumentado en la
poblacion considerablemente durante los Gltimos
tiempos siguiendo una tendencia a aumentar en
los proximos afios, siendo una enfermedad grave
que puede conducir a la muerte del individuo
afectado, sea de la especie humana o de cualquier
otra especie animal, como la especie canina
[1]. Pese a la gravedad de este proceso y a los
multiples estudios realizados, la investigacion
médica actual sigue viéndose dificultada por la
compleja biologia de dicha enfermedad. Aunque
los modelos de cancer en ratones estan altamente
estandarizados y han contribuido enormemente
al conocimiento de los mecanismos de esta
enfermedad y de su tratamiento, estos suelen
estar limitados a aspectos muy especificos del
cancer humano espontaneo como el periodo de
latencia, de recurrencia y de metastasis [2, 3]. Sin
embargo, el estudio de las neoplasias en animales
de compaiiia no solo ofrece datos ttiles sobre la
epidemiologia de los individuos afectados, sino
que también aporta informacion beneficiosa
en la investigacion sobre la epidemiologia, la
patogenia y la terapéutica comparadas, ya que
estos animales tienen una esperanza de vida
que permite desarrollar tumores parecidos a los
diagnosticados en la especie humana tanto a nivel
morfologico como de comportamiento bioldgico
[4]. La especie canina, en particular, comparte
mayor proporcion de su genoma con el hombre
que los roedores [1].

Asi, la aparicion de tumores mamarios
espontaneos en la especie canina ha sido
estudiada por numerosas vias para proporcionar
un modelo adecuado para el cancer mamario
humano [5].

Las neoplasias de la glandula mamaria son
una de las neoplasias méas comunes en las
hembras de la especie canina [6] y son muy

similares a aquellas que se producen en humanos
aunque su incidencia es tres veces mayor [6, 7].
Diariamente los clinicos veterinarios valoran
numerosas pacientes con esta patologia mamaria,
intentando determinar su estadio clinico, asi
como conocer aquellos factores que permiten
establecer un pronoéstico inicial y un adecuado
tratamiento [8]. El tratamiento de eleccion
es el quirargico, a excepcion de las pacientes
con carcinoma inflamatorio o con metastasis
distantes [9]. La prediccion del comportamiento
postquirtrgico de la enfermedad de la paciente
resulta claramente necesaria, para ello se emplean
diversos parametros clinicos y patologicos
que establecen la probabilidad de aparicion
de recidivas y/o metastasis [8]. Entre los
factores clinicos que proporcionan informacién
acerca de esta patologia se debe considerar la
influencia del factor raza y tamafio del animal,
aprecidndose mayor supervivencia en aquellas
pacientes de pequefio tamano [10]. Una edad
avanzada también se asocia con un periodo libre
de enfermedad y una supervivencia mas cortas
[11, 12]. Pero sin duda, los principales factores
prondsticos clinicos que permiten establecer con
mayor seguridad un prondstico adverso son, un
estadio avanzado en la clasificacion TNM [13,
14], un tipo de crecimiento invasivo y rapido, asi
como la presencia de ulceracion en la piel [8].

Los parametros morfolégicos de utilidad
prondstica recomendados son la clasificacion
histoldgica de las neoplasias mamarias,
describiéndose los sarcomas como los de peor
pronostico [15-17] y los carcinomas simples
presentan una menor tasa de supervivencia que
los complejos [16]. El grado de diferenciacion
tumoral ha demostrado ser importante en el
prondstico de la enfermedad, siendo el riesgo
de recidivas, de metéstasis y de muertes
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vinculadas con estos tumores ostensiblemente
mayores en pacientes con lesiones con un
alto grado de malignidad en comparacién con
aquellas pacientes con neoplasias de grado
bajo o intermedio [16]. La invasion peritumoral
y linfatica [18, 19], asi como la presencia de
grandes areas de necrosis son parametros a
considerar, los cuales se asocian con un mal
pronostico del proceso [19, 20]. Por el contrario,
la presencia de infiltrado inflamatorio en la
neoplasia se considera una evidencia de actividad
inmune contra el crecimiento del proceso
tumoral [21, 22].

Al igual que en el cancer de mama de la
mujer, el empleo de marcadores tumorales
inmunohistoquimicos en medicina veterinaria
tiene un gran interés pronostico. Asi, una alta
expresion de receptores de estrogenos se asocia
con un mejor pronostico, mientras que la pérdida
de estos receptores y de los de progesterona se
relaciona con una progresion desfavorable de
la enfermedad [23, 24]. Determinar el estado
de estos receptores es asi mismo beneficioso
para identificar aquellas pacientes que pueden
responder a la terapia antiestrogénica [25].
Altos niveles de expresion de la enzima
ciclooxigenasa-2 se asocia con un mal prondstico
para la paciente, correlacionandose con
caracteristicas clinicas de malignidad [26, 27].
La sobreexpresion de c-erbB-2 se describe en los
procesos mamarios malignos, estableciéndose
una correlacion positiva entre dicha expresion
y marcadores morfologicos como el indice
mitdtico y el grado de diferenciacion nuclear
[28], incluso se demuestra que pacientes con
sobreexpresion de esta proteina desarrollan
metastasis o mueren en un breve periodo de
tiempo tras el tratamiento quirurgico [29].

El gran valor de ErbB2 como un marcador
predictivo radica en que las pacientes con
cancer mamario fuertemente positivos a ErbB2
muestran un beneficio clinico significativo de la
terapia con trastuzumab o con el empleo de éste
de modo combinado [30].

HIPOTESIS

La hipotesis del trabajo es:

“La interaccion de factores predictivos
clinicos, morfologicos e inmunohistoquimicos
determinan la evoluciéon de la enfermedad
neoplasica mamaria en la especie canina, siendo
la ausencia de expresion de los receptores
de estrogeno y progesterona y el aumento de
expresion para c-erbB-2 y cicloxigenasa-2
(COX-2) indicativos de un peor pronostico para
la paciente”.

OBJETIVOS

Los objetivos concretos del estudio son:

1- Correlacionar los diferentes factores
pronoésticos clinicos de la enfermedad
con factores prondsticos morfoldégicos e
inmunohistoquimicos.

2- Correlacionar los diferentes factores
pronodsticos clinicos, morfoldgicos e
inmunohistoquimicos con el periodo libre de
enfermedad y la supervivencia total.

3- Correlacionar los diferentes factores
prondsticos inmunohistoquimicos entre si.

4- Evaluar los parametros elegidos en la
evolucion del paciente.
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I1. Revision Bibliografica

1. GENERALIDADES DE LOS
TUMORES MAMARIOS EN LA
ESPECIE CANINA

1. PREVALENCIA DE LOS TUMORES
MAMARIOS CANINOS

El cancer es una importante enfermedad en la
especie canina, representando una de las causas
mas importantes de muerte, contabilizando un
27% de todas las muertes en perros de razas puras
segun un estudio de mortalidad llevado a cabo
en el Reino Unido en el ano 2010 [30].

El cancer mamario es la neoplasia maligna
mas comun en las hembras de la especie
canina [9, 31, 32]. El sistema de registro del
cancer en animales de compaifiia es mucho
mas reciente que el desarrollado en la especie
humana, comenzando alrededor de los afios 60
con estudios de poblacion en California [31],
hasta llegar a los afnos 90 con dos estudios de
grandes poblaciones en los que se obtuvieron
los siguientes resultados: en el primer estudio,
en el cual se analiza una poblacion definida de
130.684 perros en el Reino Unido, aparecia una
incidencia de 205 tumores mamarios por 100.000
perros y ano, incluyendo a machos y hembras
[33]; en el siguiente estudio, realizado en Suecia
entre 1995y 2002, con una poblacion de mas de
80.000 hembras de la especie canina, se observa
que la incidencia de esta neoplasia en perras entre
3 y 10 afios de edad de numerosas razas es de
111 por 10.000 animales en riesgo [7].

En el estudio llevado a cabo en Italia sobre la
incidencia del cancer en perros, se comprueba
que la neoplasia mamaria es el tipo de cancer mas
comun en la hembra canina, correspondiendo al
70,5% del total de casos oncoldgicos registrados
[34]. Posteriormente, se ha realizado en Suiza

un registro del cancer canino que recopila datos
desde 1955 a 2008, y en el que se ha obtenido
una incidencia de cancer en el 51,83% del
total de pacientes analizados, sin embargo, en
este estudio la localizacion mayoritaria fue la
piel (32,29%), seguida en segundo lugar de la
glandula mamaria (20,53%) y en tercer lugar de
los tejidos blandos (11,90%) [35].

1. FACTORES DE RIESGO EN EL
CANCER MAMARIO DE LA ESPECIE
CANINA

La edad media de aparicion de las neoplasias
mamarias oscila entre los 10 y 11 afos [7, 9];
clasificandose como raros los desarrollados
antes de los 2 afios de edad [36]. En general,
se considera que la incidencia de estos tumores
aumenta lentamente después de los 4 afios de
edad, incrementandose notablemente entre los
6 y los 10 anos, edad en la cual alcanzan un
pico en su presentacion seguido de un marcado
descenso [7, 20]. Por otra parte, Sorenmo
K.U. y col. (2009) establecen la existencia de
diferencias entre la edad de aparicion de los
tumores mamarios benignos y los malignos. En
su estudio las pacientes con tumores benignos
tienen una edad media de 8,5 afios, mientras que
aquellas que presentan tumores malignos tienen
una edad mas avanzada, concretamente una edad
media de 9,5 anos [37].

En otro estudio realizado por Sonnenschein
E.G. y col. [38], en el que se analiza la relacion
entre la edad de aparicion de los tumores de la
glandula mamaria y la raza de los individuos
afectados, asi como la relacion entre la edad
y la condicion corporal de dichos individuos,
se comprueba que los individuos de razas
puras de gran tamafio son significativamente
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mas jovenes que el resto de los animales
valorados en el momento del diagnostico de las
neoplasias mamarias, mientras que los mestizos
se encuentran afectados con una edad mas
avanzada que aquellos de razas puras [38].

Existen numerosos analisis en los que se
valora la predisposicion de distintas razas a
padecer neoplasias de mama, describiéndose una
mayor incidencia en las razas de caza (Pointer,
Setter, Spaniel breton y Labrador retriever)
en comparacion con la presentacion de estos
tumores en razas como el Chihuahua y el Boxer
[8]. Por el contrario, Moe L. (2001) encuentra
un mayor riesgo de padecer tumores mamarios
en Boxer, Cocker spaniel, English springer
spaniels y Teckel. Mientras que hay otros autores
que consideran que la raza pura mas afectada
por los tumores malignos es el Pastor aleman
[39, 40]. Otros autores proponen al Caniche
como raza mas predispuesta a padecer este tipo
de neoplasias [9]. Todas estas observaciones
sugieren la existencia de un componente
genético en este tipo de neoplasia, a pesar de que
no se ha identificado ninguna mutacion genética
comun en perros con tumores mamarios [9, 41].

Varios trabajos muestran una mayor incidencia
de neoplasias mamarias en perros de raza pura
que en los mestizos [8, 39, 42], mientras que en
otras investigaciones son los mestizos los que
estan mas predispuestos, diagnosticindose un
mayor nimero de casos de carcinoma en dichos
animales [43]. Por el contrario, es el Pastor
aleman el mas afectado por los tumores mixtos
benignos y los tumores mixtos malignos [44].
También existen estudios en los que no se ha
documentado la predisposicion racial en este
tipo de patologia [45, 46].

En una investigacion de Itoh T. y col. (2005)
se sugiere que la incidencia de malignidad
histologica y biologica en tumores de la glandula
mamaria es mas baja en razas pequefias, con un
porcentaje de presentacion del 25% frente al 58%
apreciado en razas grandes [10].

Factores de Riesgo Hormonales:

El proceso de carcinogénesis en los tumores
mamarios se corresponde con una secuencia de

transformaciones de tipo quimico, siendo los
factores etiologicos de mayor importancia los de
tipo hormonal, destacando el papel fundamental
de las hormonas ovaricas [42].

Las hormonas esteroideas, estradiol y
progesterona, cumplen un papel fundamental
en el desarrollo de la glandula mamaria normal,
ya que estimulan el crecimiento ductal y
desarrollo lobuloalveolar [47], por lo que
si se produce un descontrol en la secrecion
hormonal se pierde la homeostasis celular,
generandose alteraciones potenciales, entre
las que se encuentra la carcinogénesis [48].
Estas hormonas se consideran, por tanto, como
principales factores de riesgo de esta enfermedad
en la especie canina [26]. Por ello, las hembras
se encuentran protegidas contra el desarrollo de
este tipo de neoplasias mediante la ovariectomia
practicada al ano de edad, con una proteccion
casi completa si dicha técnica quirurgica se
realiza antes de la aparicion del primer estro,
con un riesgo que oscila entre el 0,01% [38],
el 0,05% [36] e incluso el 0,5% [42] segln el
criterio de otros autores.

El riesgo de padecer tumores de mama,
comparado con el que tienen hembras enteras,
es alrededor de 10 veces menor en las hembras
que se han castrado mas tarde, pero antes de los
2 anos de edad [20]; ya que si la ovariectomia
se realiza después del segundo celo el riesgo
se reduce a un 26%, mientras que si se lleva
a cabo después de los dos afios y medio este
riesgo apenas disminuye [42]. Para Rutteman
G.R. (1990), la practica de una castracion tardia
todavia reduce el riesgo de aparicion de tumores
benignos, pero probablemente tiene un efecto
muy ligero o nulo sobre los tumores malignos
[49]. Sin embargo, en un trabajo reciente de
Beauvais J.M. y col. (2012) en el que se realizd
una revision sistemadtica de todos estos estudios
establecieron que, debido a las limitadas
evidencias disponibles y el riesgo de sesgo en
los resultados publicados, la evidencia de que
la castracion reduce el riesgo de neoplasias
mamarias y de que la edad en que se lleva a
cabo dicha técnica quirargica tenga efecto s6lo
se sostiene débilmente, por lo que no se deberian
establecer como base para recomendaciones



firmes [50].

Otro factor estudiado en relacidon con la
tumorigénesis es el nimero de gestaciones. Se
observa una mayor incidencia de neoplasias
mamarias en perras nuliparas o con pocas
camadas en comparacion con las hembras que
han tenido camadas numerosas [42] o que han
sido empleadas de forma intensiva para la cria
desde una temprana edad [36]. Sin embargo, a
diferencia de lo que ocurre en la especie humana,
en la especie canina no se ha demostrado un
efecto protector asociado a una prefiez temprana
[9]. Por otra parte, algunos autores han
demostrado que otros factores como el desarrollo
de celos irregulares, la edad del primer parto,
la presencia de quistes foliculares, el cuerpo
luteo persistente, la hiperplasia endometrial o la
pseudogestacion no aumentan el riesgo de dichas
neoplasias [36]. En el estudio retrospectivo en
267 hembras con tumores mamarios realizado
por Veronesi, M.C. y col. (2003) no se aprecia
ninguna influencia de la pseudogestacion en el
comienzo de la enfermedad [51]. Tampoco se han
encontrado evidencias de que la lactancia sea un
factor que altere significativamente dicho riesgo
[36], al contrario de lo que ocurre en la especie
humana, al disminuir aun mas el nimero total de
ciclos menstruales después de la gestacion [52].

El rol que juegan las hormonas hipofisarias
enddgenas no esta bien definido. Basandose en
estudios morfoldgicos de la glandula pituitaria
de individuos con tumores mamarios, en los
que se relacionan los cambios en dicha glandula
con los niveles seroldégicos hormonales, se
sugiere que la hormona de crecimiento y la
prolactina deben asociarse con la carcinogénesis
mamaria en el perro [53]. Sin embargo, segun
otros estudios llevados a cabo en hembras con
tumores mamarios, se observa que los niveles
plasmaticos basales de hormona de crecimiento
(GH) y prolactina no se encuentran elevados
en comparacion con los controles elegidos por
edad en la misma fase del ciclo estral [49].
En contraste, la progesterona endogena en la
fase luteal y los progestagenos inyectados son
capaces de inducir la produccion de GH en el
epitelio mamario de los perros [54], por lo que
algunos autores mantienen la hipotesis de que
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la mayor secrecion de hormona del crecimiento
inducida en el tratamiento con progestagenos en
la préctica veterinaria, ejerce un efecto directo en
la carcinogénesis mamaria independientemente
de la accion de la progesterona. Y, aunque se ha
visto que los niveles en sangre de la hormona del
crecimiento en perras con tumores espontaneos
son similares a los de perras sanas [42], se ha
observado que algunas neoplasias mamarias
expresan el gen para GH, indicandose que,
tras la transformacion maligna, esta expresion
puede llegar a ser independiente de los niveles
de progesterona [54]. En cuanto al papel de la
prolactina, esta hormona incrementa el riesgo
de desarrollar cdncer mamario en funciéon de
la duracién e intensidad de la exposicion del
epitelio mamario a esta hormona, ya que la
prolactina facilitaria el papel mitogénico del
estradiol al incrementar el nimero de receptores
de dicha hormona [48]. Otros autores sugieren,
por el contrario, que la prolactina junto con varios
esteroides (estradiol, progesterona, testosterona,
androstenediona) promueven el neocrecimiento
tumoral mediante un mecanismo autocrino/
paracrino, dado que el tejido mamario neoplésico
podria ser una fuente de estas hormonas [55].

Factores de Riesgo Genéticos:

Durante el desarrollo y progresion de los
tumores las alteraciones de mayor importancia
se producen en la estructura y funcion de los
genes, entre las que destacan dos, la primera de
ellas es la formacion de oncogenes activados y la
segunda implica la pérdida o inactivacion del gen
supresor del tumor, que normalmente mantiene
la division de la célula o la senescencia celular
bajo control [36].

En el primer tipo de alteracion uno de los
mecanismos que se produce es la amplificacion
y sobreexpresion de genes de la familia de
proteinas-quinasas [36]. Estos genes controlan
el crecimiento celular mediante la fosforilacion
de los residuos tirosina o serina/treonina en las
proteinas. La sobreexpresion de varios de estos
genes proteina-quinasa, incluyendo al oncogen
c-erbB-2, esta asociada con el desarrollo del
cancer de mama en la especie humana ya que
el producto de este gen es parte del mecanismo
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celular asociado con la transformacién celular
[56]. Cambios estructurales en estos genes
y proteinas conducen a un incremento de la
actividad quinasa que puede tener profundos
efectos en las sefiales de transduccion [9]. La
sobreexpresion o amplificacion de c-erbB-2 ha
sido descrita en aproximadamente el 75% de
los pacientes de cancer mamario de la especie
humana con metastasis, encontrando una fuerte
correlacion con un breve plazo de tiempo
hasta la recidiva, un breve plazo de tiempo de
supervivencia y un pobre pronostico [56].

La pérdida de la funcion de los genes que
se produce en el segundo tipo de alteracion
puede incrementar la tumorigénesis [36].
El gen supresor p53 es el gen que muta
mas frecuentemente en el cancer humano,
habiéndose demostrado repetidamente una
correlacion directa entre la sobreexpresion
de este gen y el grado histologico del cancer
mamario [57], utilizandose en la actualidad
la deteccion inmunohistoquimica de este gen
en carcinomas inflamatorios humanos como
indicador prondstico. En un estudio desarrollado
Rungsipipat A. y col. (2000) [58] se detecta que
la inmunorreactividad de p53 se produce con
una frecuencia del 16% en lesiones mamarias
benignas y del 30,6% en tumores malignos,
principalmente en adenocarcinomas en la especie
canina; manteniéndose similares resultados a
los encontrados en cadncer mamario humano.
Se ha comprobado que la sobreexpresion de
p53 ocurre en todos los estadios del cancer
mamario humano, y como p53 esté directamente
involucrado en importantes funciones celulares,
incluyendo la regulacion del ciclo celular, la
alteracion del gen p53 es un paso muy importante
en el estudio de los tumores mamarios caninos
[58].

Con el proposito de determinar el significado
prondstico de la mutacion del gen p53 en
pacientes caninos con carcinoma mamario,
Wakui y col. (2001) realizan un trabajo en el
que evaltan la presencia de este gen mutado a
lo largo de la evolucion de este tipo de tumores
en 69 pacientes, determinando que su presencia
estaba asociada al tamafio del tumor, pero no a
la edad, ni al estadio, ni a la histologia [59]. Con

los resultados estadisticos alcanzados, después
de un seguimiento de 30 meses, los autores
comprueban que la presencia del gen mutado
junto con la variable tamafio tumoral se asocian
aun incremento de las recidivas y de las muertes
por carcinoma mamario, y de esta forma, al final
del estudio el 50% de los pacientes con mutacion
del gen habian muerto. Los resultados de dicho
estudio sugieren que la mutacion del gen p53 es
un indicador del aumento del potencial maligno y
del peor prondstico de los carcinomas mamarios
caninos [59]. Rodo A. y col. (2008) han
demostrado que un incremento en la malignidad
de laneoplasia se correlaciona positivamente con
el nimero de células que muestran expresion de
p53 [60]. En otro estudio sobre carcinoma de
mama en la especie canina en el que se realizan
pruebas inmnohistoquimicas para la deteccion
de mutaciones de este gen supresor, un 97% de
los tumores analizados se consideraron positivos
a la mutacion de p53, encontrandose la mayor
expresion en las neoplasias de perras de menor
edad, carcinomas inflamatorios primarios y
en tumores con infiltracion en dermis de tipo
sarcomatoso [61].

3. DIAGNOSTICO DE LOS TUMORES
MAMARIOS CANINOS

Los tumores mamarios se manifiestan
clinicamente bien como masas unicas o,
como ocurre en mas de la mitad de los casos,
como multiples nodulos dentro de una misma
glandula mamaria [9]. Estos nodulos se pueden
desarrollar simultaneamente y pertenecer
al mismo o a diferentes tipos morfoldgicos,
presentando estructuras y comportamientos
biologicos variables [9]. La multiplicidad suele
ser menos comun en hembras con una exposicion
a hormonas esteroideas limitada [9].

Los tumores pueden presentarse asociados
al pezén o, mas frecuentemente, vinculados al
tejido glandular propiamente dicho [9].

Los individuos de la especie canina presentan
cinco pares de glandulas mamarias y en todas
ellas se pueden desarrollar tumores benignos
y malignos; sin embargo, alrededor del 65 6
70% de estos procesos se ubican en los pares



glandulares cuarto y quinto, relacionandose este
hecho con un mayor volumen de tejido mamario
a este nivel [9, 62].

Los tumores mamarios benignos, suelen ser
de pequefio tamafio, estdn bien circunscritos y
muestran una consistencia firme a la palpacion [9,
63]. Por el contrario, los signos de malignidad de
estas neoplasias incluyen un rapido crecimiento
del proceso, presencia de bordes mal definidos,
infiltracion en piel o en tejidos subyacentes
y tendencia a la ulceracion e inflamacién [9,
64]. La presencia de uno o mas de estos signos
incrementa la probabilidad de diagnostico de
malignidad, aunque un proceso maligno no se
puede excluir en ausencia de dichos signos.
Destacar que algunos tumores benignos pueden
alcanzar también grandes tamafios como
resultado de una larga evolucion o en el caso de
lesiones quisticas mostrar un rapido crecimiento
sin representar necesariamente un signo de
gravedad [36].

La valoracion de todos los signos de
malignidad sefialados no debe suponer un
problema diagnostico para el clinico [15]. Sin
embargo, muchos tumores mamarios cuando
son detectados por primera vez no llegan en
un estado avanzado de desarrollo, por lo que
el comportamiento biolégico que desarrollan
en ese momento o el potencial (hiperplasia,
proliferacion benigna, transformacion maligna)
es dificil de predecir clinicamente [15].

Existen algunos factores pronodsticos de las
neoplasias mamarias malignas reconocidos y
aceptados, tales como el tamafio del tumor, el
estado de los ganglios linfaticos regionales,
la presencia de metastasis distantes, el tipo
histologico, el grado de malignidad histologica
[9, 64]. Por todo esto, es necesario obtener
un diagndstico previo a la instauracion de un
tratamiento, que incluya el tipo de tumor e
informacion sobre el pronostico de este, pudiendo
aumentar de esta manera las probabilidades de
que dicho tratamiento sea el mas adecuado [9,
64].

La citologia es utilizada como una
herramienta diagndstica en veterinaria y los
hallazgos alcanzados se correlacionan con el
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diagnostico histopatoldégico en muchos tipos
de tumores [65, 66]. En medicina humana,
la evaluacién citoldgica prequirtrgica de los
tumores mamarios sirve para determinar la
malignidad del proceso y se considera un método
rapido y minimamente invasivo alternativo a la
biopsia quirtrgica [67]; en muchos estudios,
se han obtenido valores mayores al 95% de
sensibilidad y especificidad para el diagnostico
citologico de tumores mamarios al compararlos
con la histopatologia [68, 69]. En el perro,
sin embargo, se han encontrado resultados
citologicos menos favorables para los tumores
mamarios que para otros tipos de tumores
debido, en parte, a la heterogeneidad de estos
procesos caninos, en los que la morfologia es
variable al valorar las diferentes areas del tumor
y a la presencia de necrosis o inflamacion [65].
En contraste, en el trabajo de Simon y col.
(2009) los hallazgos citologicos muestran una
buena precision, con un 93% de acierto en la
diferenciacion de tumores benignos respecto a
los malignos, al compararlo con el diagndstico
histopatologico, y una precision de un 81%
en la determinacion especifica del tipo de
tumor; obteniéndose, ademas una sensibilidad
y especificidad relativamente alta (86% y 96%
respectivamente), debido posiblemente a la toma
de al menos cuatro muestras de diferentes partes
del tumor [70]. En este mismo estudio también
se asocia significativamente el diagnostico
citolégico con la supervivencia postquirargica,
duracion del control tumoral y el intervalo
libre de metastasis; por todo esto, se considera
que la evaluacion citologica prequirurgica de
los tumores mamarios puede proporcionar
informacion pronostica y diagnostica y ayudar
en la toma de decisiones clinicas, aunque sin
representar un factor prondstico independiente
ya que solo se realiza un analisis estadistico
univariado [70].

Para la evaluacion de metéstasis en ganglios
linfaticos regionales la citologia de un aspirado
con aguja es habitualmente suficiente, siendo
el examen histologico de las biopsias de los
ganglios raramente necesario [36]. La metastasis
a ganglios linfaticos regionales puede afectar
al ganglio linfatico accesorio axilar si el tumor
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primario esté situado en los tres primeros pares de
glandulas mamarias y, a veces, también cuando
afecta al cuarto par. Los tumores desarrollados en
el tercer, cuarto y quinto par, y ocasionalmente en
el segundo, se pueden diseminar hacia el ganglio
inguinal superficial [36]. La presencia de una
mayor extension regional del proceso tumoral
significa un alto riesgo de presencia de metéstasis
distantes. Sin embargo, se puede producir una
extension hematogena sin signos de haber
involucrado a ganglios linfaticos regionales [36].

Patsikas M.N. y col. han realizado varios
estudios investigando el drenaje linfatico de las
glandulas mamarias normales y neoplasicas en
la perra; sus hallazgos se muestran en la Tabla
1 y son utiles para determinar que ganglios
linfaticos deberian ser evaluados para comprobar
la diseminacién metastasica en caso de sospecha
de un carcinoma mamario [71-73]. Se describe
por convencidn, que las neoplasias epiteliales
malignas (carcinomas) metastatizan via linfatica
mientras que las neoplasias mesenquimales
malignas (sarcomas) lo hacen por los capilares
y las venas.

El estudio linfoescintigrafico llevado a cabo
por Pereira C.T. y col. (2008) muestra que en
el 60% de los perros, las glandulas mamarias
toracicas craneales drenan hacia los ganglios
linfaticos esternales y hacia los axilares [74].
En este mismo trabajo se evidencia que cuando
las glandulas mamarias toracicas estan afectadas
por neoplasias, los ganglios linfaticos superficial
cervical o toracico ventral se encuentran
involucrados. En cuanto a las glandulas mamarias
abdominales estas drenan hacia los ganglios
linfaticos axilar, inguinofemoral y popliteo,
mientras que la glandula mamaria inguinal puede
drenar también hacia el ganglio popliteo [74].

Los posibles lugares para el desarrollo de
metastasis distantes incluyen los ganglios
linfaticos distantes (preescapular, esternal
e inguinal profundo), los pulmones, asi
como otros organos internos [9, 20, 36,
75]. Radiograficamente las imagenes de las
metastasis pulmonares son variables, pudiendo
corresponder a nddulos bien definidos, nédulos
pobremente delimitados o a efusiones pleurales
sin evidencias de lesiones pulmonares; para su

Tabla 1: Drenaje linfatico de la glindula mamaria normal y neoplasica en la perra.

GLANDULA MAMARIA  DRENAJE LINFATICO  DRENAJE LINFATICO
NORMAL (1996) EN NEOPLASIAS (2006)
Gléndula mamaria 1 GL axilar GL axilar y esternal
(toracica craneal)
GL axilar GL axilar y esternal

Glandula mamaria 2
(toracica caudal)

Glindula mamaria 3
(abdominal craneal)

Glindula mamaria 4
(abdominal caudal)

Glandula mamaria 5
(inguinal)

GL axilar e inguinal
superficial

GL inguinal superficial

GL inguinal superficial

GL axilar, inguinal
superficial e iliaco medial

GL inguinal superficial y
axilar

GL inguinal superficial,
popliteo y vasos linfaticos de
la zona medial del muslo

Patsikas M.N. y col (1996); Patsikas M.N. y col. (2006). GL= Ganglio linfatico.



visualizacion se recomienda la realizacion de al
menos tres proyecciones, dos de ellas laterales
y una tercera en decubito dorsal o esternal [75,
76]. El uso de otras técnicas de diagndstico por
imagen, como la tomografia computerizada,
se considera de gran utilidad, ya que muestran
una mayor sensibilidad que la radiologia
convencional y permite una mejor orientaciéon
hacia un prondstico [75]. El aumento de los
ganglios iliacos profundos puede ser observado
mediante radiografia o ultrasonografia del area
pélvica e indica la presencia de una posible
metastasis [36]. La metastasis pulmonar se suele
desarrollar antes que en otros drganos internos,
por este motivo, en muy raras ocasiones, el
examen ecografico de 6rganos como el higado,
los rifiones o el bazo puede mostrar metastasis
antes de que la radiografia toracica evidencie
diseminacion en pulmon [9, 20, 36].

La biopsia incisional preoperatoria y la
excisional postoperatoria seguida del examen
histopatologico son los mejores métodos para
determinar el diagnostico, incluyendo el tipo de
tumor y el prondstico. En la biopsia excisional
se pueden evaluar los margenes del tumor. Los
tumores mamarios malignos frecuentemente
tienen algin grado de crecimiento infiltrativo/
destructivo hacia tejidos adyacentes y/o invasivo
en vasos, siendo la observacion de estos tipos
de crecimiento uno de los mejores criterios
de comportamiento maligno [20, 36]. Los
tumores mamarios benignos por el contrario no
presentan un crecimiento invasivo o destructivo
y estan a menudo encapsulados. También se
debe considerar el grado de necrosis como un
factor pronostico, ya que esta se aprecia mas
frecuentemente en procesos malignos [20]. Por
lo tanto, es el andlisis histopatoldgico de todo el
tumor, después de su reseccion quirurgica, el que
proporciona al clinico informacion sobre el tipo
de tumor y el tipo de crecimiento desarrollado
por este, permitiendo comprobar si ha habido
una exéresis completa del mismo. El tipo de
crecimiento (intraductal, infiltrativo, o invasivo
de vasos) esta fuertemente correlacionado con
la probabilidad de que la escision sea completa
0 no, y ambos factores son muy importantes
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con respecto al riesgo de recurrencia local y
de metastasis distantes [36]. La velocidad de
crecimiento tumoral, a pesar de que parece estar
vincuada con un prondstico adverso, se considera
un parametro muy poco fiable, ya que se basa
en muchas ocasiones en un criterio personal, en
donde interviene la memoria del propietario y
el momento en que éste detecto el tumor [76].

En cuanto a la incidencia de tumores mamarios
malignos frente a los tumores considerados
histologicamente como benignos, diversos
autores sefialan que entre el 41% y el 53% del
conjunto de todos los tumores mamarios son
malignos [77, 78]. Porcentajes inferiores son
los descritos por Misdorp W. (2002), el cual
estima que aproximadamente el 30% de todos los
tumores mamarios resecados quirdrgicamente
muestran un comportamiento maligno [20].

Aunque la Organizacion Mundial de la
Salud [9, 16, 64] proporcion6 un sistema de
clasificacion histologica que pudiera ser util para
alcanzar un pronostico, este catdlogo ha sido
posteriormente modificado por Goldschmidt
M. y col. en el afio 2010, proponiendo la
clasificacion histoldgica y la nomenclatura de
las neoplasias y de las displasias de la glandula
mamaria en la especie canina que se detalla a
continuacion en la Tabla 2 [19].

Sontasa B.H. y col. (2009) publicaron un
trabajo en el que se mostro una elevada incidencia
de tumores mamarios malignos (78,3%) entre
los que destacaban el carcinoma simple con
una representacion del 28,3%, el carcinoma
complejo con un 15,09%, el carcinoma mixto
con un 15,06% y el carcinosarcoma con el
13,85% de representacion [80]. Asi mismo,
observaron que del total de tumores benignos
(12,27%), el 4,72% correspondia a tumores
mixtos benignos, el 3,3% a adenomas y el 2,83%
a fibroadenomas. Posteriormente, Shafiee R.
y col. (2013) describieron en su estudio una
incidencia del 87% de neoplasias malignas, de
las cuales las de mayor frecuencia de aparicion
fueron el carcinoma complejo (33,3%), seguido
del adenocarcinoma (20%) y el carcinoma simple
(6,7%) [81].
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4. TRATAMIENTO DE LOS TUMORES
MAMARIOS CANINOS

La cirugia sigue siendo el tratamiento
de eleccidon para todos los individuos con
tumores mamarios, a excepcion de aquellos
con carcinoma inflamatorio o con presencia de
metastasis distantes. El tipo de cirugia dependera
de la extension de la enfermedad [9].

Los pros y los contras tedricos y practicos
de la escision local han sido extensamente
debatidos [82]. En un ensayo clinico con 144
perros, en el que se compard la mastectomia
simple (de la/s glandula/s afectada/s) con la
mastectomia radical (de toda la cadena afectada),
se pudo constatar que no existian diferencias en
el tiempo de supervivencia ni en la recurrencia
[83]. Los defensores de la mastectomia radical
argumentan que éste es el mejor método para
resecar todo el tumor (también el oculto) y que
reduce el riesgo futuro de aparicion de una nueva
neoplasia mediante la disminucién del volumen
de tejido mamario [9]. Recientemente, Stratmann
y col. (2008) han llevado a cabo un trabajo con
un grupo de 99 hembras de la especie canina a
las que se les realiza como Unico tratamiento
la mastectomia regional (exéresis de mas de
una glandula mamaria), constatando que en el
58% de las pacientes se desarrolla un nuevo
tumor en la misma cadena. Teniendo en cuenta
estos resultados, los autores recomiendan una
cirugia mas radical como tratamiento inicial
para prevenir la necesidad de posteriores cirugias
[84].

Aquellos que se oponen a la reseccion
rutinaria de toda la cadena mamaria argumentan
que es una cirugia demasiado agresiva teniendo
en cuenta que mas del 50% de las neoplasias que
se desarrollan en el tejido mamario son benignas,
y que siempre existe la posibilidad de realizar
cirugias posteriormente en aquellos individuos
con un diagnostico histologico de malignidad,
especialmente si no existen evidencias de
que los margenes quirurgicos estén libres de
enfermedad. Ademas, la cirugia de toda la
cadena mamaria afectada incrementa el tiempo
y el coste del tratamiento [9]. MacEwan y col.
(1985) muestran que no existen diferencias en
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el tiempo de supervivencia ni en el tiempo libre
de enfermedad en perros con tumores mamarios
que han sido sometidos a mastectomia radical
respecto a los que se les ha realizado una
mastectomia simple [83]. También se deberia
destacar que, en la especie canina, no existen
estudios que demuestren que con cirugias
radicales se obtenga una mayor supervivencia
que con mastectomias simples [83], sin embargo
hay autores que siguen aconsejando la realizacion
de cirugias mas radicales para el tratamiento
inicial de estos procesos [84].

La caracteristica principal de la cirugia es
eliminar todo el tumor, obteniendo margenes
quirtrgicos adecuados mediante el procedimiento
mas simple, pudiéndose utilizar diferentes
procedimientos para las neoplasias de mama [9].
La eleccion del procedimiento mas adecuado
esta determinada por el tamafio del tumor, su
grado de infiltracion en los tejidos adyacentes,
el numero de lesiones que presenta la paciente
y la probabilidad de lograr una cura local [9].

Algunos animales, durante periodos de
exposicion a la progesterona, pueden presentar
hiperplasias de pequefio tamafio que deben
desaparecer al eliminar el estimulo hormonal,
por lo que es importante tenerlo en cuenta antes
de aplicar el tratamiento quirtrgico [36]. El resto
de ndédulos observados en el tejido mamario
deben extirparse siempre y lo antes posible
[36]. El tratamiento quirrgico es curativo para
los tumores benignos y, seguin las estadisticas,
aproximadamente el 50% de los tumores
malignos también se curan si la reseccion se
realiza antes de que el tumor alcance un tamafo
superior a los 3 cm [9, 85]. El otro 50% de
los pacientes con tumores mamarios malignos
presentan (micro)metastasis en el momento
de la cirugia, lo que conducira a la muerte del
paciente [20].

En animales jovenes con tumores mamarios
malignos puede estar indicado realizar
mastectomias radicales, eliminando las dos
cadenas mamarias, dejando un periodo minimo
de 6 semanas entre una y otra reseccion, de
manera que se pueda evitar asi la aparicion de
nuevos tumores de mama [36].
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Aproximadamente en el 10% de los perros,
el drenaje linfatico se desarrolla desde las dos
glandulas mamarias craneales hacia la glandula
mamaria abdominal caudal y ganglios linfaticos
asociados o viceversa. Este factor podria justificar
las recurrencias de nodulos distantes en hembras
con tumores malignos tratados unicamente
mediante mastectomia regional [36]. En general,
existen unas recomendaciones quirrgicas para
la extirpacion de los tumores mamarios caninos,
segun la localizacion del nodulo o nédulos, que
se reflejan en la Tabla 3 [36].

En un reciente estudio de Horta, R.S. y col.
(2015) en el que se comparan la mastectomia
radical frente a la regional concluyen que en
la mastectomia radical se produce un mayor
estrés quirurgico (tiempo de intervencidon mas
prolongado y mayor estimulo nociceptivo)
y una mayor incidencia de complicaciones
postoperatorias (edema en extremidad posterior,
hematomas, enfisema subcutaneo, dehiscencia,
contaminacién de la incisién quirdrgica,
sangrado y seroma) cuando la comparamos con la
mastectomia regional [86]. Ademas, previamente
estos autores habian concluido en otro trabajo
que la técnica quirargica empleada no influia

en la supervivencia total ni en el intervalo de
tiempo libre de enfermedad [87]. A tenor de
estos resultados, los autores recomiendan que
la eleccion de la técnica quirtrgica debe ser
individualizada para cada paciente basaindonos
en el drenaje linfatico de la/s glandula/s
afectada/s, nimero y tamafio de las lesiones, y en
los factores prondsticos establecidos, teniendo en
cuenta la recuperacion de la paciente y la calidad
de vida de esta [86].

La realizacion de ovariohisterectomia
coadyuvante no ha demostrado aportar grandes
beneficios en perras con cancer mamario, lo cual
se corresponde con el hecho de que la mayor
parte de las metastasis no tienen receptores
hormonales [9]. En el estudio llevado a cabo
por Yamagami y col. (1996), en el que se intenta
determinar la influencia de la ovariectomia en el
pronostico de los tumores mamarios caninos, se
establece que dicha técnica no tiene efecto en el
prondstico si la paciente ya presenta un carcinoma
mamario, ya que tras aplicar este tratamiento
quirurgico los autores no encuentran diferencias
significativas en el rango de supervivencia entre
aquellos animales a los que solo se les realiza la
mastectomia, aquellos que son ovariectomizados

Tabla 3: Guia para la exéresis de los tumores mamarios en la especie canina.

LOCALIZACION DEL NODULO
MAMARIO

TIPO DE CIRUGIA

Glandulas mamarias craneal y/o toracica

Glandula mamaria craneal abdominal (3%)

Glandulas mamarias abdominal caudal (4%)

o inguinal (5%)

Miiltiples nédulos en mamas no adyacentes

Reseccion en bloque de la 1* a la 3* mama (o
reseccion de toda la cadena). Exéresis del
ganglio linfatico axilar si hay certeza de
invasion por parte del tumor o si existen
sospechas de esta.

Reseccion de la cadena mamaria completa,
incluyendo el ganglio inguinal superficial.
Reseccion en bloque de las glandulas mamarias
3* a 5% incluyendo el ganglio linfatico inguinal
superficial.

Reseccion de la cadena mamaria completa,
incluyendo el linfatico

ganglio inguinal

superficial.

Rutteman, G.R. y col. (2003).



antes de la mastectomia o aquellos a los que
se les realiza una ovariectomia simultdnea a
la mastectomia [88]. Sin embargo, a pesar de
que los tumores mamarios malignos pierden
el control hormonal y, por lo tanto, no se van
a ver influidos por la ovariectomia, si se puede
retrasar el crecimiento de tumores benignos, e
incluso favorece la disminucion del volumen de
tejido mamario, lo que permitiria una deteccion
mas temprana de otros nuevos tumores en esta
localizacion [9].

En medicina humana, la quimioterapia es
el tratamiento de eleccidén postquirirgico en
pacientes con tumores refractarios a la terapia
hormonal por no tener éstos receptores hormonales
[89]. La doxorrubicina esta considerada uno de
los agentes mas activos para pacientes con
enfermedad avanzada y, en la especie canina,
este farmaco ha demostrado tener eficacia
contra lineas celulares de tumores mamarios in
vitro [88]. La utilidad de la quimioterapia en la
especie canina debe reservarse para aquellos
que presentan grados de malignidad o factores
prondsticos negativos, ya que responden
mejor al tratamiento. La terapia estandar con
quimioterdpicos suele utilizar doxorrubicina
sola o combinada con otros agentes, como la
ciclofosfamida o el 5-fluorouracilo [90]. El
uso de la ciclofosfamida en combinacién con
el 5-fluorouracilo [91] o en combinacidén con
mitoxantrona y vincristina [92] incrementan el
tiempo medio de supervivencia, mientras que
solo se observan moderados efectos secundarios.

La radioterapia rara vez se utiliza en el
tratamiento de tumores mamarios caninos,
pero puede usarse para ayudar al control local
de la enfermedad en tumores no resecados
completamente o como tratamiento paliativo de
los no resecables o de carcinomas mamarios
inflamatorios [89, 93].

En cuanto al tratamiento antiestrogénico, se
ha demostrado su eficacia en el retraso de la
evolucion de la enfermedad en alrededor del
50% de los pacientes humanos con canceres de
mama positivos a receptores de estrogenos (ER)
[36], pero al igual que con la ovariectomia, no
va a producir un beneficio en tumores mamarios
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malignos caninos por su falta de receptores,
por lo que solo se recomienda en aquellos
casos en que haya sido posible realizar estudios
inmunohistoquimicos de expresion de receptores
hormonales [9].

Los antagonistas de la progesterona y los
moduladores de los receptores de progesterona
han sido investigados en el tratamiento del
cancer mamario en la mujer [94]. En oncologia
veterinaria, se ha realizado un trabajo con
Aglepristone [95], un bloqueante de los receptores
de progesterona, en el que se muestra que dicha
sustancia puede disminuir la proliferacion
celular en carcinomas mamarios positivos a
receptores de progesterona en la especie canina.
Sin embargo, estos investigadores concluyen que
se necesitan mas estudios con un mayor niimero
de pacientes y el andlisis de su correlacion con
las variables clinicas antes de poder emplear este
farmaco como tratamiento neoadyuvante en este
tipo de tumores mamarios caninos [95].

Los inhibidores de la enzima Ciclooxigenasa-2
(COX-2) también han sido propuestos como
estrategia terapéutica y preventiva en varios tipos
de tumores en perros [27, 96-99]. El uso de estos
inhibidores se describe también como parte del
tratamiento en perras con carcinoma mamario
inflamatorio [92, 100]. En el trabajo realizado
por Souza, M. y col. (2009) en el que se tratan a
pacientes diagnosticadas de carcinoma mamario
inflamatorio so6lo con piroxicam, los autores
observan una mejora de la calidad de vida de estos
animales, asi como un incremento significativo
de su supervivencia al comparar estos resultados
con los obtenidos en pacientes tratadas con
protocolos quimioterapicos (combinaciones con
doxorrubicina) [100].

5. FACTORES PRONOSTICOS
EN LOS TUMORES MAMARIOS
CANINOS

Debido a la elevada incidencia y variabilidad
de los tumores mamarios caninos, es importante
para los clinicos conocer los factores que
permiten establecer un prondstico inicial y un
adecuado tratamiento [8]. La prediccion del
comportamiento postquirurgico es igualmente
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necesaria, pudiéndose utilizar varios parametros
clinicos y patologicos para predecir la aparicion
potencial de recidivas y/o de metastasis [8].

Basandose en estudios uni- y multivariantes,
se han establecido los siguientes factores
pronostico: tamafio tumoral, afectacion de
los ganglios linfaticos regionales, presencia
de metastasis distantes, tipo histologico de la
neoplasia, grado de malignidad de ésta, grado de
invasion, diseminacion intravascular, actividad
de los receptores hormonales, fraccion-S como
medida de proliferacion, aneuploidia y nimero de
regiones organizadoras nucleolares visualizadas
mediante tincidon con plata (AgNOR) [13, 15, 78,
83, 101-104]. Los factores que no parecen estar
asociados con el prondstico son: la localizacién
tumoral, el nimero de tumores presentes, el
tipo de cirugia (mientras se lleve a cabo una
adecuada reseccion quirurgica) y la realizacion
de la ovariohisterectomia en el momento de la
cirugia; respecto a la edad en el momento del
diagndstico todavia existe controversia [13, 15,
63, 83, 104, 105].

Factores clinicos y epidemioldgicos

Dentro de los factores clinicos que nos
proporcionan informacion acerca del pronostico
se ha estudiado la influencia de la raza en relacion
con el tamafio y el peso del paciente. En este
sentido, Itoh T. y col. (2005) observan que las
razas de pequefio tamafio que presentan tumores
mamarios malignos muestran una supervivencia
mas larga. Dichas razas son también las que
evidencian una incidencia mas alta de tumores
benignos [10]. Estas observaciones no son
coincidentes con los resultados de un estudio
anterior llevado a cabo también en perros con
tumores mamarios malignos, en el cual no se
llega a establecer una influencia de la raza y el
peso en la supervivencia de las pacientes [105].

En cuanto a la edad en el momento del
diagnostico, algunos autores han asociado una
avanzada edad a un periodo libre de enfermedad
y una supervivencia mas corta después del
tratamiento quirargico [11, 12, 15, 106]. Varios
de estos investigadores describen a la edad
como un factor independiente y fuertemente

relacionado con un mal prondstico en perras
con tumores mamarios [12, 15]. En general,
se considera que los perros mas jovenes tienen
mayor probabilidad de presentar tumores
benignos que los perros de edad mas avanzada
[37, 107, 108].

Segun diversos estudios, las variables
reproductivas, como la ovariectomia una vez
que ya se ha desarrollado el tumor, el nimero
de gestaciones y la edad en la que se produjo
la primera de estas, las caracteristicas del ciclo
estral y la presentacion de pseudogestaciones no
afectan al pronostico de los tumores de mama |15,
109, 110]. Sin embargo, otros autores describen
que la presencia de ciclos estrales cortos y un
nimero bajo de estos ciclos se relaciona con un
periodo libre de enfermedad y una supervivencia
mas corta en analisis univariantes [ 11], mientras
que en un analisis multivariante no se confirma
dicha teoria [12].

Uno de los factores clinicos mas importantes
es el tamafno tumoral en el momento del
diagndstico. Aunque en el estudio de Yamagami
T. y col. (1996) se aprecia, en general, que
los tumores de mayor tamafio (categoria T3)
son los que tienen un prondstico clinico mas
desfavorable, los tumores de categoria T1 y
T2 presentan un pronostico similar [13]. En
el trabajo de Sorenmo K.U. y col. (2009) se
establece que los tumores mamarios malignos
en la especie canina son significativamente de
mayor tamafio que los tumores benignos [37].
En el analisis multivariante realizado por Chang
y col. (2005) se determina que tanto el tamafio
del tumor como el estadio se pueden considerar
factores prondstico, e incluso observan que las
perras con tumores mayores de 5 cm tienen
mas probabilidades de desarrollar metéstasis en
ganglios linfaticos regionales [14].

Lamayoria de los perros presentan mas de un
tumor en el momento que acuden al especialista
para el diagnostico, detectdndose otros tumores
adicionales si se palpan mas cuidadosamente
ambas cadenas mamarias [111]. Estos tumores
son frecuentemente de diferentes tamafios y
de diferente naturaleza histopatologica [111].
En un trabajo anterior, estos mismos autores



observan una progresion hacia la malignidad
segun aumenta el tamafio tumoral en aquellos
perros con tumores multiples sincrénicos [37].
Estos hallazgos refuerzan la teoria de que las
neoplasias mamarias caninas se transforman a
lo largo de un periodo prolongado de tiempo
de benignos a malignos como una continuidad
histolégica donde los carcinomas son el estadio
final del proceso [111].

Se han descrito dos parametros clinicos
asociados a un peor pronostico en perras con
tumores mamarios, los cuales corresponden a
un crecimiento rapido e invasivo de la neoplasia
y la aparicion de ulceracion de la piel [8]. Un
crecimiento invasivo con fijacion a la piel o a
tejidos adyacentes (que debe ser confirmado
mediante histologia) ha sido utilizado como
un parametro objetivo indicador de un mal
pronostico [11, 12, 15, 104]. Sin embargo, la
tasa de crecimiento es un parametro subjetivo,
ya que procede del testimonio que nos aporta el
propietario, proporcionando menos informacion.
La ulceracion de la piel ha sido asociada a
malignidad y se considera como un factor
independiente fuertemente asociado a un mal
pronostico [11, 12, 15].

Tabla 4: Clasificacion TNM.
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En cuanto al estadio tumoral, de acuerdo
con el sistema de clasificacion propuesto por la
OMS (Organizacion Mundial de la Salud) este
ha sido evaluado para ayudar a determinar el
pronostico de los tumores mamarios caninos. La
determinacion del estadio clinico de los tumores
mamarios caninos es importante antes de llevar
a cabo el tratamiento, y los rasgos distintivos de
esta escala son:

-evaluacion del tumor primario

-evaluacion de los ganglios linfaticos
regionales

-identificacion de cualquier lugar de metastasis
distantes (incluidos ganglios linfaticos distantes
y pulmones) [9].

La clasificacion TNM propuesta por la
OMS [112] y modificada por Rutteman GR.
y col. (2001) ha sido desarrollada para ayudar
a la determinacion del prondstico del céncer
mamario (Tabla 4) [113]. La informacién TNM
conduce a una division en cinco estadios clinicos,
destacando la extension del tumor local en los
estadios del I al III, la presencia de metéstasis
en ganglios linfaticos regionales en el estadio
IV y el desarrollo de metéstasis distantes en el
estadio V (Tabla 5).

T: tamano del tumor primario

T, <3 cm de diametro maximo
T, 3-5 cm de diametro maximo
Ts >5 c¢cm de diametro maximo

N: estatus de los nédulos linfaticos regionales (ganglios axilar e inguinal)

No no evidencia de metéstasis (histoldgica o citologica).

N; evidencia de metastasis (histologica o citologica).

M: metastasis distantes

M, no evidencia de metastasis distantes

M; se detectan metastasis distantes

Rutteman, G.R. y col. (2001).
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Tabla 5: Estadio tumoral.

GRUPOS DE ESTADIOS
I T, No My
11 T, No My
111 T No My
1A% cualquier T Ny My
AY cualquier T cualquier N M;

Rutteman, G.R. y col. (2001).

En el estudio de Yamagami T. y col. (1996)
se evidencia que el rango de supervivencia
de los animales con tumores que invaden los
ganglios linfaticos regionales (categoria N1)
es marcadamente mas bajo (35,7%) que el
94% mostrado por aquellos animales que no
exhiben invasion a los ganglios linfaticos [13].
En este mismo trabajo también se observa como
la presencia de metastasis distantes acelera la
muerte de los animales, siendo la supervivencia
de las pacientes con categoria MO (ausencia de
metastasis distantes) del 92,4% frente al 13,6%
de supervivencia de las pacientes con categoria
M1 (metastasis distantes detectadas). Dichos
autores concluyen que a mayor grado de estadiaje
la supervivencia de los pacientes es menor [13].

En diversos estudios, se establece que la
presencia de metastasis en los ganglios linfaticos
regionales estd asociada con un prondstico
adverso, relacionandose éste con el tiempo de
supervivencia o el periodo de tiempo antes de
la recurrencia [36, 88]. Sin embargo, esto no
significa que la cirugia no pueda ser beneficiosa
en casos donde se detecta la expansion de la
neoplasia hacia los ganglios linfaticos regionales.
En muchos perros, la reseccion del tumor
en bloque junto con los ganglios linfaticos
afectados da como resultado, al menos, un
control local e incluso una cura completa [36].
En el estudio de Yamagami y col. (1996) en el
que se pretende obtener un pronostico basdndose
en la clasificacion TNM vy en la clasificacion
histologica del proceso, se evidencia que en

general los tumores de mayor tamaiio (categoria
T3) son los que tienen un pronodstico clinico mas
desfavorable; el rango de supervivencia de los
animales con tumores que invaden a ganglios
linfaticos regionales (N1) es marcadamente mas
bajo (35,7%) que el 94,4% mostrado por los
animales sin dicha invasion (NO) [88]. Como
ya es sabido, las metastasis distantes aceleran
el fallecimiento de los animales afectados
(pacientes MO con el 92,4% de supervivencia y
pacientes M1 con el 13,6% de supervivencia).
La relacion entre el estadio de la clasificacion
TNM y el rango de supervivencia, muestra que a
mayor grado de estadiaje, el prondstico es peor;
siendo el grado de supervivencia en el estadio
V (cualquier T, cualquier N y M1), en el estadio
IV (cualquier T, N1 y MO0) y en el estadio I (T1,
NO y MO) respectivamente de 13,6%, 75,8% y
97,9% un afio después de la mastectomia, y de
13,6%, 66,4% y 97,9% dos afios después [88].

Factores patologicos

A lo largo de la historia de la investigacion
oncologica veterinaria se han establecido varios
sistemas de clasificacion histoldgica, como se
ha comentado con anterioridad, que sirven
como ayuda para predecir el comportamiento
del tumor después del tratamiento quirurgico
[114]. Asi, los sarcomas se describen como los
tumores con peor prondstico [15, 104] mientras
que los carcinomas sélidos han mostrado tener
una supervivencia menor que los carcinomas
tubulares o papilares [106]. Los carcinomas



mixtos malignos y los de células escamosas
se consideran igualmente tumores con un mal
pronostico, mientras que los tipos histologicos
con mejor pronostico son los adenocarcinomas
(los de tipo complejo mas que los simples) y los
carcinomas in situ [15, 104].

En 1999, Misdorp W. y col. [115] publicaron
una revision sobre el significado prondstico de las
caracteristicas tumorales. Desde entonces, se han
publicado diversos articulos que correlacionan
el tipo de tumor (clasificacion histologica)
con su grado y su prondstico; la mayor parte
de estos sistemas son una modificacion del
método de Ellston y Ellis [5, 16]. Asi mismo, se
ha venido utilizando un sistema de graduacion
histoldgica que cuantifica la anaplasia (pérdida
de diferenciacion), la formacion tubular, la
actividad mitotica y el pleomorfismo nuclear
[20]. El conjunto de los valores individuales
determina el grado histolégico de malignidad,
el cual posee valor prondstico, pero no lo
tiene el grado individual de anaplasia, de
actividad mitdtica ni de pleomorfismo [20]. Mas
recientemente, Pefia L. y col. han propuesto
una modificacion de los criterios anteriormente
sefialados para medir el grado de malignidad
histologica [5]. En las Tablas 6 y 7 se comparan
las propuestas de ambos estudios.

En general, existen solamente diferencias
sutiles entre los diferentes grados de clasificacion
y no se conoce como podria afectar a la evolucion
de las neoplasias mamarias, aunque este hecho
deberia ser mas significativo en las neoplasias de
grado II (neoplasias intermedias o moderadamente
diferenciadas). Karayannopoulou M. y col.
(2005) hallan diferencias significativas en la
supervivencia de las pacientes con diferentes
grados tumorales [16]; observando, en este
estudio de supervivencia que comprende un
periodo de 2 afios tras el tratamiento quirurgico,
que ésta es menor en los carcinomas de grado
IIT que en aquellos con un grado I o grado II;
los pacientes con carcinomas simples muestran
un peor pronostico que aquellos con otro
tipo de carcinomas, no habiendo diferencias
significativas en la supervivencia entre los
individuos de grado II y grado III, ambos con
muy mal pronostico.
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Tanto a nivel histolégico como
inmunohistoquimico, se demuestra que
los carcinomas mamarios se encuentran
infiltrados por diferentes tipos de leucocitos,
predominantemente macréfagos y linfocitos,
principalmente células T [22]. Se ha postulado
que la presencia del infiltrado inflamatorio en el
tumor es una evidencia de actividad del sistema
inmunitario contra el crecimiento neoplasico
[21,22]. Para entender la relacion de la respuesta
inmunitaria y el desarrollo tumoral, Estrela-Lima
A. y col. (2010) realizan un trabajo con el fin
de evaluar los hallazgos inmunofenotipicos del
infiltrado linfocitico en los carcinomas mamarios
en la perra y su relacion con el pronostico y la
supervivencia [ 117]. En este estudio se evidencia
que el porcentaje de linfocitos T, en general,
es significativamente mayor en animales con
carcinomas dentro de tumores mixtos benignos
sin metastasis, sugiriendo un papel protector
efectivo de estas células en el desarrollo tumoral;
sin embargo, en los grupos con peor pronostico
(carcinomas y carcinomas en tumores mixtos
benignos, ambos con metastasis en ganglios
linfaticos regionales) se aprecia una gran
infiltracion de células T CD4+, la cual se asocia
con la progresion tumoral, la metastasis y una
escasa supervivencia de la paciente [117]. Se
cree que esto puede ser debido a que mientras
las células T CD8+ tienen un importante papel en
el control del desarrollo del tumor, las células T
CD4+ participan con una respuesta inmunitaria
especifica dividida hacia el tumor, controlando
o induciendo la progresion tumoral segun la
produccion de distintas citoquinas [118, 119].
Recientemente, Carvalho M.I. y col. (2015)
muestran en un estudio sobre la expresion
de linfocitos T CD3+ la existencia de fuertes
evidencias que sugieren que los linfocitos T
comparten vias comunes de sefalizacion con
el factor de crecimiento endotelial vascular
(VEGF) en la progresion de los tumores
mamarios y pueden contribuir al incremento de
la angiogénesis, de la agresividad tumoral y en
consecuencia a un peor prondstico [120].

Como se ha comentado anteriormente, el
papel que juegan las hormonas en el desarrollo
de los tumores mamarios en la especie canina
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es fundamental; es por este motivo por lo que
se ha intentado cuantificar su presencia en el
tejido mamario y relacionarla con un posible
valor pronostico [9, 36].

Al igual que en el cancer de mama de la
mujer, donde un alto contenido de receptores de
estrogenos se asocia con un mejor pronodstico, la
pérdida de receptores de estrogenos (ER) y de
progesterona (PR), en los carcinomas mamarios
que inicialmente contienen estos receptores, se ha
asociado con la disminucion de la diferenciacion
celular y la progresion de la enfermedad en
la especie canina [23]. Sartin E. y col. (1992)
por su parte, concluyen que el estado de ER /
PR parece ser un indicador prondstico util para
los carcinomas mamarios en perros, ademas de
poder ser beneficioso para identificar a aquellas
pacientes que pueden responder a la terapia
antiestrogénica [25]. En este estudio, se describe
una evolucion mas favorable de los perros con
tumores que contienen uno de estos receptores o
ambos a la vez, independientemente del tamafio
del tumor, diagnostico histologico o evidencia
de metastasis en ganglios linfaticos regionales
en el momento del tratamiento quirurgico;
ademas, aquellas pacientes con tumores que
solo contienen uno de los receptores presentan
un rango de supervivencia intermedio entre las
pacientes que desarrollan tumores con expresion
de ambos receptores y las que desarrollan
tumores con pérdida de ambos [25].

En cuanto al papel que desarrolla la COX-
2, varios investigadores han hallado una
asociacion entre altos niveles de COX-2 y un
pronostico desfavorable en tumores mamarios
en la especie canina, correlacionando los niveles
de la enzima con determinadas caracteristicas
clinicas de malignidad como: el mayor tamafio
tumoral, la ulceracién de la piel, la adherencia
a piel y a planos profundos y la capacidad para
desarrollar metastasis a ganglios linfaticos
regionales y/o a otras localizaciones distantes
[121]. Asi mismo, se ha demostrado una
asociacion entre la expresion de la enzima y el
tipo histoldgico del tumor para los carcinomas
mamarios caninos, en donde los tumores mas
pobremente diferenciados expresaban la enzima
COX-2 con mayor intensidad y frecuencia que
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aquellos tumores mas diferenciados, como los
adenocarcinomas [97, 122]. Estos resultados
son similares a los obtenidos en estudios sobre
el carcinoma mamario humano. Ristimaki y col.
(2002) han descubierto que niveles elevados de
expresion de COX-2 estan asociados a tumores
de tipo histologico mas desdiferenciado y a
una evolucion mas desfavorable de la paciente
[123]. En dos estudios que se han llevado a cabo
mas recientemente, también se ha demostrado
una relacion significativa entre una expresion
elevada de la enzimay el desarrollo de metastasis
distantes, un peor pronoéstico del proceso y un
periodo de supervivencia mas reducido [27, 99].

Por otra parte, mediante diversas metodologias,
se puede proceder a la evaluacion del estado de
c-erbB-2 en la especie canina con fin pronostico.
Asi, Martin de las Mulas J. y col. (2003)
observan, en un estudio realizado mediante
inmunohistoquimica, que el 17°6% de los
tumores mamarios malignos sobreexpresan
la proteina c-erbB-2. Dichos tumores, que
presentan un tamano superior a 3 cm de didmetro,
estan compuestos por células epiteliales atipicas
con patrones de crecimiento solido. Estas
neoplasias exhiben un elevado grado histologico
de malignidad, mostrando un crecimiento
infiltrativo y ausencia de receptores de estrogenos
y progesterona. Las pacientes con tumores
positivos para c-erbB-2 desarrollan metastasis o
mueren en un periodo de tiempo menor a 6 meses
después del tratamiento quirurgico [29]. Sin
embargo, al realizar la hibridacion cromogénica
in situ (CISH), estos autores no encuentran
diferencias en el nimero de copias del gen entre
los casos estudiados con o sin expresion de la
proteina (6 tumores malignos (+++) y (++), 2
tumores benignos (-) y una muestra de tejido
normal (-)), indicando que en dichos casos no
se evidencia la amplificacion del gen c-erbB-2
[29]. Los resultados de este trabajo demuestran
que la sobreexpresion de la proteina sélo esta
presente en tumores mamarios malignos, ya que
contrariamente a los descrito por otros autores
[57], no se visualiza sobreexpresion en lesiones
benignas; esta discrepancia probablemente se
debe a diferencias en el método empleado para
evaluar la presencia de dicha sobreexpresion
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Tabla 7: Grado de malignidad histologica de las neoplasias

mamarias.
i GRADO DE MALIGNIDAD

PUNTUACION FINAL
3as

? I (bajo)

Pena L. ' . .

Bien diferenciado

Misdorp W.
6a7

Peiia L. II (intermedio)

Misdorp W. Moderadamente diferenciado
8a9

Peiia L. III (alto)

Misdorp W. Pobremente diferenciado

Misdorp W. y col. (2002); Pefia L. y col. (2010).

(siendo el sistema de puntuacion Herceptest el
utilizado en este estudio de Martin de las Mulas
J. y col.). En un trabajo posterior llevado a
cabo por Dutra A.P. y col. (2004) [28] en donde
se analizan 70 muestras de tumores mamarios
pertenecientes a la especie canina, un 35,4%
resultaron ser positivos a la sobreexpresion
de la proteina c-erbB-2 mediante técnica
inmunohistoquimica, con un 25,3% puntuado
como (+++) y un 64,4% como (++); este rango
difiere de los resultados obtenidos por Ahern
T.E. y col. (1996) con un 74% de neoplasias
de intensidad (+++) [124], y de los obtenidos
por Rungsipipat A.y col. (1999) con un 19,1%
de la misma intensidad de tincion [57]. Esta
discrepancia puede ser debida al bajo nimero de
casos estudiados (23 pacientes en el primer caso
y 47 en el Ultimo) y/o a los diferentes métodos
usados para detectar la sobreexpresion de
c-erbB-2. En cuanto a los resultados percibidos
al analizar 22 tumores benignos, se comprueba
que ninguno de ellos resulta positivo mediante
técnica inmunohistoquimica [28]. En este mismo
estudio los autores hallaron una correlacion
positiva entre la biologia (expresion de c-erbB2)
y la morfologia (pleomorfismo nuclear, indice
mitotico y grado histoldgico) de las neoplasias
mamarias malignas en la especie canina,

resaltando que ambos parametros (biologia y
morfologia) en estos tumores malignos estan
estrechamente ligados [28], como sucede en el
cancer mamario humano.

El producto normal del gen p53 ha sido
definido como un factor de transcripcion
nuclear con diversas funciones incluyendo la
regulacion del ciclo celular, el mantenimiento
de la estabilidad gendmica, la induccion de la
apoptosis en células estresadas y la regulacion
de otros factores de transcripcion; y su alteracion
se ha considerado como un paso critico en el
desarrollo de una amplia variedad de neoplasias
humanas [125]. Este gen supresor p53 es el
gen que muta mas frecuentemente en el cancer
humano, habiéndose demostrado repetidamente
una correlacion directa entre la sobreexpresion
de este gen y el grado histolégico del cancer
mamario [57]. Con el proposito de determinar el
significado prondstico de la mutacion del gen p53
en pacientes de la especie canina con carcinoma
mamario, Wakui y col. (2001) [59] desarrollan
un trabajo en el que se evalta la mutacion de
este gen en 69 pacientes, determinando que
la presencia de esta mutacion, caracterizada
por PCR, se correlaciona con el tamano del
tumor, pero no con la edad, ni con el estadio,
ni con la histologia de la neoplasia, asi como



tampoco con la expresion de p53 determinada
mediante inmunohistoquimica. Después de un
seguimiento de 30 meses de estas pacientes,
los autores comprueban que la presencia de la
mutacion genética junto con el tamafio tumoral
se asocian a un incremento de las recidivas y
muertes por el carcinoma, de manera que, al final
del estudio el 50% de los pacientes con mutacion
del gen habian muerto. El estudio sugiere que
la mutacion del gen p53 es un indicador del
aumento del potencial de malignidad y de un
peor prondstico en los carcinomas mamarios
caninos [59]. En otro estudio sobre carcinoma de
mama en la especie canina en el que se realizan
pruebas inmnohistoquimicas para la deteccion
de mutaciones de dicho gen supresor, los autores
consideran que un 97% de los tumores analizados
son positivos a lamutacion de pS3, encontrandose
la mayor expresion en las neoplasias de perras
de menor edad, en los carcinomas inflamatorios
primarios y en los tumores con infiltracion en
dermis de tipo sarcomatoso [61].

Existen otras reacciones inmunohistoquimicas
que detectan la presencia de antigenos expresados
durante el ciclo celular, entre los cuales destaca
el anticuerpo monoclonal Ki-67, que detecta un
antigeno nuclear expresado en las células que
entran en el ciclo celular (fases GI1, S, G2 y
mitosis) pero no cuando se encuentran en GO,
por lo que este anticuerpo monoclonal permite
la deteccion inmunohistoquimica de células que
completan un ciclo y su expresion proporciona
una medida directa de la fraccion de crecimiento
del tejido [17, 126, 127]. En un estudio reciente,
en el que se ha establecido una relacion
directa entre el comportamiento biologico
de las neoplasias mamarias y el diagnostico
histopatologico, también se ha podido estimar
el indice mitotico de neoplasias mamarias en
la especie canina, tanto de origen mesenquimal
como epitelial, mediante la relacion entre las
cé¢lulas marcadas y las no marcadas con este
antigeno, considerando que Ki-67 es una valiosa
herramienta para establecer un prondstico de la
neoplasia [127]. Por su parte, Zuccari D.A. y col.
(2004) consiguen indices de proliferacion de
Ki-67 significativamente mas bajos en muestras
citologicas de tumores benignos que en las de

Revision Bibliografica 21

tumores malignos, correlacionado positivamente
un elevado indice de Ki-67 con el desarrollo de
metdastasis, bajo grado de supervivencia libre
de enfermedad, muerte a causa de la propia
neoplasia, y, en general, una baja supervivencia.
Estos autores llegan a la conclusién de que el
valor pronostico del indice Ki-67 sobre muestras
citologicas es similar al obtenido sobre muestras
histologicas, proporcionando una mejora en la
precision y en el valor de la citologia gracias a
la obtencion de una informacion rapida y segura
sobre la malignidad del proceso y la evolucion
del paciente [128].

Una técnica considerada como un método
valido en la emision de un prondstico para
lesiones neoplésicas, debido a su capacidad
para mostrar el estado de proliferacion de las
células tumorales, es la determinacion de las
regiones organizadoras de nucleolos argirofilicas
(AgNOR)[17, 129]. Las regiones organizadoras
de nucléolos son segmentos de los cromosomas
que contienen genes ribosomales; dichos
segmentos se hallan relacionados a proteinas
acidas no histonicas, evidenciables por medio
de impregnacion argéntica como puntos negros
en las muestras cito e histopatologicas [129].
En algunos estudios se ha hallado correlacion
entre el tipo histopatoldgico, la determinacion de
AgNORs como factor prondstico y la mortalidad
del individuo afectado por la neoplasia mamaria
dentro del afio postquirtrgico [129-131].
Otros autores han resaltado su interés en la
determinacion de los bordes que limitan el tumor
cuando hay infiltracion local [130].

Las aberraciones cromosdmicas que tienen
lugar durante la tumorigénesis conducen a
cambios en el contenido nuclear del ADN de
las células tumorales, que pueden ser detectados
mediante la citometria de flujo [132]. Esta
técnica proporciona informacioén sobre el
contenido nuclear de ADN albergado en las
células GO y G1, asi como sobre la proporcion
de células en fase S [126]. Un indice anormal
de ADN define un tumor como aneuploide y
se ha visto que esta relacionado con variables
clinicas e histoldgicas desfavorables y con
un pronoéstico adverso en el cancer de mama
humano [132]. Ademas, la aneuploidia en este
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tipo de cancer frecuentemente se relaciona con
un incremento en la fase S y ha sido descrita
como un factor prondstico independiente y con
un prondstico adverso [15]. Se ha descubierto
que el 50-60% de los tumores mamarios caninos
poseen cé¢lulas tumorales con contenido andmalo
de ADN; estos tumores eran aneuploides.
También se ha comprobado que algunas lesiones
proliferativas benignas contienen células
tumorales aneuploides. Este hecho podria estar
relacionado con la progresion hacia un estado
de malignidad ocasionalmente observada a
nivel histologico en lesiones benignas. En el
trabajo de Pérez Alenzay col., (1995) los autores
observan un indice de aneuploidia del 48%
en tumores mamarios primarios en el perro,
porcentaje similar al obtenido en otros estudios
en la especie canina, pero mas bajo que el 63%
descrito para el cancer mamario humano; por otra
parte, la incidencia de aneuploidia en lesiones
proliferativas mamarias benignas en el perro
(14,3%) es marcadamente mas elevado que en
la especie humana [132].

La hipoploidia es probablemente un
acontecimiento temprano en la tumorigénesis
y es seguida durante la progresion del tumor
por multiploidia y poliploidia. Se ha visto
que en los tumores mamarios caninos, los
carcinomas hipoploides, asi como los tumores
hiper- y multiploides, pueden causar la muerte
al individuo. La citofotometria de ADN puede
también permitir una estimacion de la proporcion
de células en fase S del ciclo celular (fraccién
de fase S: SPF). La SPF es generalmente mas
elevada en tumores malignos que en lesiones
benignas. En un estudio de Hellmén y col. (1993)
se determina que una SPF elevada estd asociada
con un prondstico adverso tras la cirugia de
tumores mamarios en perros [15].

Otra medida relacionada que sirve para
determinar la proliferacion celular es el
antigeno nuclear de células en proliferacion
(PCNA), el cual es un cofactor de la ADN
polimerasa-9, sintetizada entre la fase G1 y en
la fase S de la division celular y cuya expresion
estd estrechamente relacionada con dicha
proliferacion [133]. En diferentes andlisis sobre
tumores mamarios caninos se ha establecido

una relacion entre las células PCNA positivas
y el diagnostico histopatoldgico de la lesion,
mostrando las neoplasias malignas un indice de
PCNA mas elevado que la glandula mamaria
normal, que la hiperplasica o que los tumores
benignos [134, 135]. En el estudio desarrollado
por Funakoshi Y. y col. (2000) al igual que ocurre
con otros elaborados sobre el cAncer de mama en
la mujer, el indice de PCNA no se correlaciona
con hallazgos clinicos, como la metastasis o el
tamafio tumoral [135].

2. EXPRESION DE RECEPTORES DE
ESTROGENOS Y PROGESTERONA

1. INTRODUCCION

El estrogeno y la progesterona juegan un
papel muy importante en la patogénesis de los
tumores mamarios canino [136, 137]. No se
sabe con seguridad si las hormonas esteroideas
causan mutaciones o si solamente aumentan la
tumorigénesis mediante su efecto promotor del
crecimiento, pero si se cree que actlan en un
estado muy temprano del desarrollo tumoral con
el incremento del nimero de células susceptibles
[138]. Estas hormonas ovaricas, estrogeno y
progesterona, ejercen sus acciones en las células
diana predominantemente a través de la union 'y
activacion del ER y del receptor de PR [139].

Los receptores nucleares forman parte de una
gran familia de factores de transcripcion que
pueden ser regulados por asociacion con otras
proteinas, por fosforilacion o por union a ciertos
metabolitos celulares [140]. En la mayoria de
los casos, la interaccidon con sus respectivos
ligandos permite la union del receptor al ADN,
comportandose como activador o represor de la
transcripcion de genes [140].

Los receptores nucleares participan en diversos
procesos biologicos, como diferenciacion,
crecimiento y homeostasis celular. La unién
del complejo receptor esteroideo-hormona con
el ADN puede hacerse directamente o a través
de otras proteinas a las que se une el complejo
receptor-hormona. En ambos casos hay proteinas
asociadas al receptor que modulan (activan o
inhiben) su union al ADN [141].



Los ER y los PR estdn directamente
involucrados en la proliferacion celular, y
la integridad funcional de los mismos es
fundamental para la multiplicacidon, el
crecimiento y la diferenciacion normal de las
células en los tejidos sensibles a las hormonas.
La transformacion celular y, consecuentemente,
la adquisicion del fenotipo neoplasico pueden
deberse a distintas causas dificiles de precisar,
pero también pueden deberse a la desregulacion
hormonal. Alteraciones en la estructura y funcion
de los receptores esteroideos en los tejidos diana
se encuentran entre los factores desencadenantes
de las neoplasias [141].

2. TECNICAS PARA LA
DETERMINACION DE RECEPTORES
HORMONALES

El analisis de las expresiones de receptor
de estrogenos o (ERa) y PR ha llegado a ser
aceptado como herramienta 1til en el pronostico
y prediccion de la respuesta a la terapia en el
cancer mamario humano [142]. Los métodos
bioquimicos iniciales, como el carbon recubierto
con dextrano, han sido reemplazados hace
décadas por la inmunohistoquimica, la cual
necesita menor cantidad de tejido y es mas barata
[141], ademas del hecho de que dicha técnica
requeria de tejido en fresco y los resultados
positivos podian deberse a células adyacentes
normales, incluidas en el tejido a procesar.
Las primeras investigaciones realizadas en
medicina veterinaria, con el fin de determinar
la presencia de receptores hormonales en
la especie canina, empleaban estos ensayos
bioquimicos [23, 25, 143-148], siendo a partir
de 1999 cuando se comienzan a realizar ensayos
inmunohistoquimicos, aprovechando ademas
que la mayoria de los tumores mamarios caninos
se fijan en formalina previamente a la evaluacion
histoldgica [149]. La comparacion entre los
diferentes estudios, segun utilicen un método
u otro, es complicada por dos razones; primero,
los métodos inmunohistoquimicos permiten
garantizar que la seccion de tejido contenga
el tumor, evitando los falsos positivos debidos
a receptores esteroideos en el tejido normal
adyacente o atrapado en la lesién tumoral,
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relacionando el contenido del receptor con la
morfologia celular, lo que permite conocer la
heterogeneidad intratumoral, particularmente
importante en los tumores mamarios caninos;
segundo, existen grandes diferencias en la
clasificacion histologica utilizada en los primeros
estudios, cuando se empleaban los métodos
bioquimicos [150].

La deteccion inmunohistoquimica de ERa
en tejidos congelados o en parafina es una
técnica in situ mas precisa; permite aplicar un
método semicuantitativo con una correlacion
constante, tanto en la proporcion de células
positivas como en la intensidad de la positividad
inmunohistoquimica considerada; de este modo
es posible identificar la positividad y reconocer
la heterogeneidad de estas células [141].

Ladeterminacion inmunohistoquimica de estos
marcadores es de gran valor, pero es necesaria
la estandarizacion de todos aquellos pasos para
garantizar la calidad de la prueba, incluyendo
la reproducibilidad técnica, uniformidad en la
interpretacion, cuantificacion del valor real de
las inmunoreacciones mediante el uso de un
sistema de puntuacion y la participacion de un
programa de valoracion de calidad externo. La
estandarizacion de las diluciones de anticuerpos
monoclonales y la validacion de los bloques
de parafina son requerimientos basicos en el
laboratorio [151].

Existen varios factores, pre-analiticos,
analiticos y post-analiticos, que influyen en el
resultado final de la prueba [151].

- Los factores pre-analiticos son aquellos
que afectan a la generacién de la muestra,
incluyendo el tiempo que tarda en ser resecado en
la cirugia, la isquemia consiguiente, el intervalo
entre la reseccion quirurgica y la fijacion, el tipo
de fijacion, dimensiones del tejido, etc. [151].

- Los factores analiticos pertenecen a
procedimientos laboratoriales; un manual de
procedimiento operativo estandar asegura la
reproducibilidad, comparaciéon y evaluacion
[151]. Para la realizacion de esta prueba
habitualmente los investigadores utilizan la
técnica estandarizada de la estreptavidina-
biotina peroxidasa, con el uso de anticuerpos
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monoclonales, mayoritariamente (de raton) [24,
127,137,141, 149, 150, 152-162], o policlonales
(de conejo) en algunos otros casos [137, 163].

- La evaluacion post-analitica es una
cuestion crucial de la inmunohistoquimica. La
interpretacion de la inmunotincién puede ser
simplemente positiva o negativa si no se tiene
en cuenta un patron de tincion apropiado [151].
Las reacciones inmunohistoquimicas deben ser
interpretadas no sélo en las células o la estructura
buscada, sino que también deben revelar un
correcto patron de tincion (membranoso,
citoplasmatico, nuclear como el identificado
para ER y PR); difuso, en puntos o perinuclear
[151]. En un estudio de Latinga-van Leeuwen
I.S. y col. (2000) [152], se visualizan diversos
patrones de tincion en las muestras de tumores
mamarios en la especie canina, asi por ejemplo,
en los adenomas simples bien diferenciados se
aprecia una clara tincidon nuclear en todas las
células epiteliales, en otros tumores benignos
de tipo simple o complejo hay una marcada
tincion nuclear heterogénea, mientras que en los
carcinomas algunos nucleos aparecen negativos,
otros con tincion mas heterogénea y en otros
se encuentra una intensa tincién perinuclear,
en vez de exclusivamente nuclear; ademas, en
los tumores de tipo complejo el componente de
células fusiformes frecuentemente muestra una
tincion citoplasmatica.

El nuimero de células que muestra
inmunorreactividad (porcentaje) y la intensidad
de esta tincion (negativa, débil, moderada y
fuerte) son las variables restantes. Sin embargo,
también se debe tener en cuenta la relevancia de
la utilizacioén de controles positivos, asi como
controles negativos, para la comparacion de
las diferentes muestras; de esta forma tenemos
que, en la mayoria de los trabajos, los distintos
investigadores emplean en el primer caso
tejido ovarico y/o uterino de la especie en la
que se basa el estudio [24, 137, 141, 149, 150,
152, 156, 158, 160, 162], otros utilizan tejido
mamario normal o hiperpléasico [127, 156,
160] e incluso en estudios en la especie canina
se han usado carcinomas mamarios humanos
con una expresion de receptores de estrogenos
y/o progesterona bien establecida [150, 153,

155], mientras que como controles negativos
normalmente se suelen tratar las secciones de
tejido con suero normal de la especie de la que
proviene el anticuerpo primario empleado [137,
155, 162] o alguna solucién, como PBS (solucion
tampon fosfato salina) [24, 127, 150, 158] 0 TBS
(solucion salina tamponada con Tris) [156, 157,
160] sustituyendo al anticuerpo primario.

Los sistemas de puntuacion empleados para
valorar la presencia de estos receptores en los
diferentes tejidos se basan en una combinaciéon
de estas dos ultimas variables (porcentaje de
células positivas e intensidad de tincion) siendo
necesarios para cuantificar los resultados [151].
Durante todos estos afios, se han empleado
diversos sistemas de puntuacion convencionales,
como el H-score y el Quick score, sin embargo
recientemente se utilizan otros sistemas, como
el Allred score, el cual disminuye el nimero
de casos débilmente positivos, convirtiéndolos
en casos moderada o fuertemente positivos,
reforzado por sus valores altamente sensibles
y especificos; se aporta de este modo una
importante informacién a los clinicos con
respecto a la positividad o no de los procesos
neoplasicos de cara a recomendar el uso de una
terapia hormonal [164].

En todos estos sistemas la intensidad de la
tincion (observada como granulos intranucleares
de color marrén) en el nucleo de la célula se
puntia de 0 a 3, correspondiendo 0 a la ausencia
de tincion, 1 a una tincion nuclear débil, 2 a una
tincion moderada y, por Gltimo, 3 a una intensa
inmunorreaccion de los nucleos [151, 164].

En cuanto al porcentaje de células positivas,
la proporcidn de nicleos tumorales se puntua de
diferente manera segun el sistema, con lo que la
puntuacion final varia entre ellos. Tenemos asi
que en el sistema H-score existe una puntuacion
entre 0y 300, donde 300 significa que el 100% de
las células tumorales estan tefiidas fuertemente,
aplicando previamente una férmula cuantitativa
(P1+[2xP2]+[3 xP3],donde P1, P2y P3 son
los porcentajes estimados de nticleos positivos
con baja (P1), media (P2) y alta (P3 intensidad
[162, 165]. El sistema Quick score es mas simple
y punttia de la siguiente manera: 0% =0, 1-25%



de nucleos tefiiddos = 1, 26-50% de nucleos
teflidos =2, 51-75% de nucleos tefiidos = 3, 76-
100% de nucleos tenidos = 4; la intensidad fue
evaluada semicuantitativamente de la siguiente
manera: negativa (ausencia de tincion nuclear
a cualquier aumento) = 0, débil (so6lo visible a
gran aumento) = 1, moderada (facilmente visible
a baja magnificacion) = 2, fuerte (muy positivo
a baja magnificacion) = 3; posteriormente, la
suma de la intensidad y el porcentaje de células
tefiidas nos proporciona un rango entre 0 y
7, donde 0 son los procesos negativos, de 1 a
5 son neoplasias moderadamente positivas y
una puntuacion de 6 o 7 es catalogada como
fuertemente positiva [166]. Por otra parte, en
el sistema Allred score se cuantifican 5 grupos
(como figura en la Tabla 8) los grupos del 0 al
2 (1 - 10% de proporcion de células positivas)
se consideran negativos, y los grupos del 3 al 5
(10- > 66% de proporcion de células positivas)
son positivos; las puntuaciones obtenidas de los
parametros, proporcion e intensidad, se suman
para alcanzar una puntuacion total, cuyo rango
varia entre 0 y 8 [150, 164, 167-169].
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Alolargo delos afios en que se ha llevado a cabo
investigacion en medicina veterinaria, han sido
diversos los sistemas utilizados por los diferentes
autores para puntuar la inmunorreactividad de
las distintas muestras analizadas en sus trabajos.
En uno de estos primeros ensayos realizado
por Graham y col. [149] en 1999, utilizando un
método semicuantitativo, similar a otro sistema
descrito en medicina humana [170], dividen la
intensidad de la tincion en cuatro categorias:
0, 1, 2y 3, en la que el 3 es la puntuaciéon
otorgada al control positivo (utero canino). Se
cuantifica la proporcion de células reactivas y
se asigna una puntuacion de 0 (no se aprecian
nucleos tefiidos), 1 (<10% de células reactivas),
2 (10-50% de células reactivas) 6 3 (>50% de
células) (los tumores son considerados positivos
si se observaba cualquier nucleo tefiido, al
compararlos con el control negativo; asi mismo,
3 puntos se considera control positivo).

Por su parte, Nieto A. y col. (2000) [141] enun
estudio para la determinacion del ERa comparan
dos sistemas de puntuacidon recogidos de la
literatura de medicina humana. El primer sistema

Tabla 8: Guia para la interpretacion de los resultados mediante el método de Allred.

PROPORCION DE CELULAS POSITIVAS INTENSIDAD
Puntuacion promedio Proporcion Puntuacion Valoraciéon
(observacion)
0 0 0 Negativa
1 < 1/100 (< 1%) 1 Débil
2 1/100 a 1/10 (1-10%) 2 Intermedia
3 1/10 a 1/3 (10-33%) 3 Fuerte
4 1/3 a 2/3 (33-66%)
5 >2/3 (> 66%)

SUMA DE LAS PUNTUACIONES DE LA PROPORCION Y DE LA INTENSIDAD

0-2
3-8

Negativa

Positiva

Qureshi, A. y col. (2010).
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de valoraciéon de la intensidad corresponde al
sistema ERp, el cual considera s6lo el porcentaje
de células positivas independientemente del
grado de intensidad de la tincion, mientras que
en el segundo sistema utilizado es el “H score”
mediante la siguiente formula ERi = P1 + (2
x P2) + (3 + P3), donde P1, P2 y P3 son los
porcentajes estimados de nticleos positivos con
baja (P1), media (P2) y alta (P3) intensidad.
En este estudio, los investigadores hallan una
correlacion altamente significativa entre ambos
sistemas. Este ultimo sistema de puntuacion ha
sido empleado también por otros autores en sus
estudios en la especie canina [162].

En el afio 2002, Sobczak-Filipiak M. y Malicka
E. (2002) [153] realizan una investigacion en
la que evaltian de la inmunotincion del ER
mediante la siguiente escala: (+++): la mayoria
de las células del parénquima del tumor muestran
una fuerte expresion para ER; (++): racimos de
células en el parénquima muestran expresion
para ER; (+): grupos menos numerosos y mas
pequenos de células del parénquima muestran
expresion para este receptor; (+/-): se aprecian
células solitarias que muestran expresion para
ER.

Otros trabajos han utilizado un sistema mas
sencillo para evaluar la inmunorreactividad de
las células, en los cuales consideran positivos
para los ER y los PR, aquellas muestras que
evidencian una inmunorreactividad positiva
celular >10% de las células en 10 campos
representativos [154, 156, 160]. Contrariamente,
Martin de las Mulas J. y col. (2004, 2005)
clasifican los datos obtenidos en varios trabajos
puntuando la tincion mediante dos registros,
la puntuacion PS (proportion score) y la
puntuacion IS (intensity score), ambos registros
se cuantifican de 0 a 3, consiguiendo un resultado
final, el TS (total score), consistente en la suma
de las dos puntuaciones anteriores obteniendo un
rango de 0 a 6. En la puntuacion PS se establecen
4 categorias que se distribuyen segtn la siguiente
descripcion: 0) <5% de células tumorales con
tincion positiva; 1) 5-19% de células tumorales
con tincion positiva; 2) 20-60% de células
tumorales con tincion positiva; y 3) >60%
de células tumorales positivas. La intensidad

de tincion es estimada mediante el promedio
de la intensidad de las células tumorales
positivas cuantificindose como 0= negativo, 1=
débilmente teniido, 2= moderadamente tefiido y
3= fuertemente tenido [137, 150].

Debemos destacar que existe una gran
diversificacion en el empleo de los sistemas de
calificacion, asi mientras que algunos autores
emplean el sistema Allred para la evaluacion
de sus muestras [24], otros utilizan el sistema
“Quick score” [158] o el sistema “H score” [162]
e incluso adaptaciones de alguno de ellos [161].

Unadelasdesventajas delainmunohistoquimica
para el estudio de los receptores de estrogenos
es que todos los receptores demostrados pueden
no ser funcionales por un defecto en la cascada
funcional del ERa a nivel transcripcional,
translacional y post-translacional [171]. Un
método de estimacion de la funcion de ERa es a
través de la deteccion del PR, ya que la sintesis
del PR se considera dependiente de la presencia
de estradiol y de una funcién normal del ERa
[172, 173].

Recientemente se ha publicado un consenso en
el que se exponen las guias para la cuantificacion
inmunohistoquimica de los receptores de
estrogenos y progesterona en los tumores
mamarios en la especie canina [ 174], basadas en
la guia recomendada por la Sociedad Americana
de Oncologia Clinica y el Colegio de Patologos
Americano (ASCO/CAP) para la valoracion de
los receptores de estrogenos y progesterona, con
algunas variaciones especificas para la especie
canina [175]. En dicha publicacion se describe la
evaluacion de la inmunotincién como se indica
en laTabla 9 [174].

3. ANALISIS DE LAS LESIONES
MAMARIAS

La presencia de los receptores hormonales de
estrogeno y progesterona ha sido determinada
mediante diferentes técnicas en los distintos
tejidos mamarios en diversos trabajos. Los
primeros estudios llevados a cabo, permitieron
determinar la presencia de estos receptores
mediante métodos bioquimicos. En uno de estos
trabajos, realizado por MacEwen E.G. y col.
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Tabla 9: Guia para la cuantificacion inmunohistoquimica de los receptores de
estrogenos y progesterona en los tumores mamarios en la especie canina.

PS = Porcentaje de células tefiidas

PS 0 Ausencia de tincion
PS1 < 1% (< 1/100)
PS 2 1% — 10% (1/100 — 1/10)
PS3 10% - 33% (1/10 — 1/3)
PS 4 33% - 66% (1/3 — 2/3)
PS5 >66% (> 2/3)
IS: Intensidad de la tincion

0 Ausente

1 Débil

2 Moderada

3 Fuerte

Puntuacion Allred: TS (Total score — Puntuacion final)

TS=PS+IS

0y 2-8 (0 se considera negativo y la

puntuacion > 2 se considera positivo)

Pefia L. Y col. (2014). Las areas del tumor a evaluar deben ser representativas del tipo

histologico y el grado en al menos 10 HPF.

(1982) [143] los autores encuentran que, de las
67 perras analizadas, el 92,5% de las lesiones
neoplasicas desarrolladas por estas pacientes
son clasificadas como epiteliales, entre las que
hay adenocarcinomas, adenomas y carcinomas
“in situ”, y de éstas, el 61,3% resultan positivas
para el ER, mientras que las 5 lesiones no
epiteliales diagnosticadas son negativas a dicho
receptor. Del 61,3% de positivos para el ER, son
positivos el 52,3% son adenocarcinomas, el 87%
carcinomas “in situ” y el 87% adenomas, frente al
47%, 13% y 13%, respectivamente, que resultan
negativos. Estos investigadores demuestran
que los tumores benignos, determinados en
su estudio, representan el 24% de las lesiones
neoplasicas epiteliales, de las que el 87%
resultaron positivos para el ER, especulando
que estos altos niveles pueden ser debidos a la
mayor diferenciacion de los tejidos; ademas, el
hecho de que todos los tumores diagnosticados
como sarcomas hayan sido ER negativos se

asocia a la falta de elementos epiteliales en estas
lesiones. Estos autores también han destacado el
hecho de que los adenocarcinomas solidos, que
tienden a ser mas agresivos, son negativos y que
los receptores de los tejidos tumorales tienden a
distribuirse de forma similar a la apreciada en
los tejidos mamarios de la especie canina y de
la especie humana [143] .

Posteriormente, Rutteman G.R. y col. (1988)
[23] encuentran que casi todos los tejidos
mamarios normales analizados en la especie
canina (96,7%) contienen ER y PR, en contraste
con lo expresado por otros autores [176] que
no demuestran su presencia en dichos tejidos.
La proporcion de positividad (100%) a estos
receptores en lesiones benignas encontrada en
este [23] y otros estudios [143, 177] es mas
elevada que la detectada en otro estudio anterior
(52%) [176], concluyendo que los tejidos
mamarios inalterados y las lesiones benignas
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en el perro frecuentemente contienen ambos
receptores hormonales. Este hecho es menos
comun en los canceres primarios (46,9%), en las
metastasis regionales (alrededor del 30%) y en
las metastasis distantes (en casi ningiin proceso).
Esto indicaria un cambio de comportamiento
desde una dependencia hormonal hacia una
independencia con la desdiferenciacion y la
progresion de la enfermedad tumoral [23]. Por
el contrario, Boldizsar H. y col. (1992) [144] no
hallan diferencias estadisticamente significativas
en los niveles de ER entre los tumores benignos
y los malignos, aprecidndose que en los primeros
€s mas comun encontrar receptores de estrogenos
y no de progesterona.

Donnay I. y col. (1993) [145] llevaron a cabo
un estudio en el que, aunque en menor proporcion,
mas del 90% de los tejidos mamarios normales
y alrededor del 80% de las lesiones mamarias
contienen ambos receptores hormonales; sin
embargo, los tejidos normales parecen contener
mayor cantidad de ER y menor de PR que las
lesiones, por lo que estos autores establecen que
esta diferencia sugeriria una distinta regulacion
de la expresion de los receptores entre tejidos
sanos y tumorales, especialmente en los tumores
benignos, con un nivel de PR mas elevado.

En otra investigacion desarrollada
posteriormente por Donnay I. y col. (1995),
los autores encuentran que los porcentajes
de positividad de los ER o PR son mas altos
en las displasias, los tumores benignos o los
adenocarcinomas que en los carcinomas o los
sarcomas, los cuales son predominantemente
negativos para ambos tipos de receptores;
también observan que menos del 20% de los
tumores expresan solo un tipo de receptor y que
dichos tumores se corresponden con lesiones
malignas [146].

El estudio llevado a cabo por Millanta F. y col.
(2005) [155] sobre la expresion del PR demuestra,
al igual que las aportaciones realizadas por
algunos otros autores [24, 156, 158, 162] y al
contrario que la evidenciada por otros [145],
que esta expresion es significativamente mas
baja en tumores benignos y malignos que en el
tejido sano, siendo la positividad del 100% en

los tejidos mamarios normales, del 85,7% en los
tejidos hiperplasicos/displasicos, del 50% en los
tumores benignos, del 41,6% en los carcinomas y
del 34,37% en los carcinomas invasivos, aunque
ninguno de los casos de carcinomas “in situ”
resulta negativo. Estos autores comprueban que
la expresion de PR decrece progresivamente
segin la lesion presente mayor malignidad,
pero incluso cuando la reduccion de los niveles
del PR es estadisticamente significativa en los
carcinomas invasivos, alrededor de un tercio
de estos tumores permanece positivo para este
receptor. Por lo que se refiere a los ER, estos
autores [155], al igual que otros [24], encuentran
que los tipos complejos y los tubulopapilares
muestran mayor positividad que los carcinomas
solidos. Por otra parte, Pefia L. y col. (2003)
[154] hallan una asociacion estadisticamente
significativa entre la expresion del PR y el
carcinoma inflamatorio, mientras que la ausencia
de este receptor esté relacionada con la existencia
de metéstasis pulmonar en la necropsia.

En el trabajo de 2005 desarrollado por
Martin de las Mulas J. y col., [150] se detecta
que la expresion de uno o ambos receptores
es mas frecuente en los tumores benignos
(96%) que en los malignos (66%) y mas en
subtipos histologicos complejos y mixtos que
en los simples. Los receptores de estrogenos
se expresan con menor frecuencia que los de
progesterona, tanto en los tumores benignos
(49% de tumores benignos positivos para
ER y 96% para el PR) como en los malignos
(22% y 66%, respectivamente), resultados que
concuerdan con los expresados en otros estudios
inmunohistoquimicos previos, en los que el 55%
de los tumores benignos [141] y el 24% de los
malignos [149] manifiestan el ER; sin embargo,
se detectaron expresiones mas bajas (10%) [178],
mas altas (59%) [153] y mucho mas elevadas
(87,5%) [141] en tumores malignos de otros
trabajos. En el estudio ya resefiado de Martin
de las Mulas J. y col. [150], la determinacion
quimica de uno o ambos receptores es detectada
en el 76% de los tumores, valor que se encuentra
dentro del rango de 65 — 92% descrito en las
investigaciones en las que se han utilizado los
métodos bioquimicos de medida del contenido



de receptores hormonales [ 144, 146].

En 2009, Toniti W. y col. [127] aportan
los resultados alcanzados en sus estudios, los
cuales difieren completamente de la mayoria de
trabajos consultados, ya que mas de la mitad de
los tumores benignos y malignos no expresan
ninguno de los dos receptores, obteniéndose
expresiones de uno o ambos receptores similares
en tumores benignos y malignos.

4. INDICADOR PRONOSTICO Y
TERAPIA

En los tumores mamarios humanos el papel
del ERa en el prondstico y la terapia es bien
conocido; su expresion esta relacionada con el
tiempo libre de enfermedad, la supervivencia
total y, el indice de proliferacion medido junto
con anticuerpos anti-Ki-67 y anti-PCNA [179-
182]. La terapia antiestrogénica con fairmacos
como el tamoxifeno ha demostrado mejorar la
supervivencia en mujeres menopausicas. Las
pacientes con cancer mamario que expresa
el ERa tienen una tasa de supervivencia mas
elevada y una mejor respuesta al tratamiento
hormonal que aquellas pacientes sin el ERa
[183].

En la investigacion veterinaria la
determinacion de un pronostico mas favorable se
realiza en base a: a) los datos de tiempo libre de
la enfermedad; b) los periodos de supervivencia
mas prolongados después de la reseccion
quirtrgica del tumor primario en perros que
mueren a causa de un carcinoma mamario y
c) el bajo porcentaje de muertes atribuibles al
carcinoma mamario [25]. La asociacion de un
pronostico mas favorable en los carcinomas que
contienen ER o PR o ambos, se encuentra en la
linea de los estudios previos realizados en perros
con neoplasias mamarias [101] y en mujeres
con cancer mamario [183, 184]. La pérdida de
los ER/PR en los carcinomas mamarios que
inicialmente contenian estos receptores, ha sido
asociada con la disminucion de la diferenciacion
celular y la progresion de la enfermedad en los
seres humanos [185] y en la especie canina [23].
Segtn Sartin E. y col. (1992) [25] el estado de
los ER /PR parece ser un indicador pronostico
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util para los carcinomas mamarios en perros,
ademas de poder ser beneficioso para identificar a
aquellas pacientes caninas que pueden responder
a la terapia antiestrogénica. En el estudio llevado
a cabo por estos autores [25], se describe una
evolucion mas favorable de los perros con
tumores que contienen uno de estos receptores o
ambos a la vez independientemente del tamafio
del tumor, diagnostico histologico o evidencia
de metéstasis en ganglios linfaticos regionales
en el momento de la reseccion quirurgica del
tumor primario; por otra parte, aunque el nimero
de pacientes que mueren en este estudio es muy
pequeiio para poder realizar comparaciones, se
aprecia que aquellas pacientes con tumores que
solo contienen uno de los receptores presentan
un rango de supervivencia intermedio entre las
que presentan tumores con expresion de ambos
receptores y las que tienen tumores con pérdida
de ambos, lo que indicaria que los tumores
capaces de producir hormonas son menos
agresivos [25].

A pesar de estos datos, Millanta F. y col.
(2005) [155] no pueden encontrar una asociacion
estadisticamente significativa entre la pérdida
de la expresion de la hormona esteroidea y un
peor pronostico en las perras; lo cual puede
estar relacionado con el pequeiio nimero de
carcinomas negativos para ambos receptores en
la poblacion estudiada.

En 1995, Donnay I. y col. concluyen en un
trabajo en el que comparan ambos receptores
(ER y PR) en diferentes tejidos neoplasicos
mamarios, que las concentraciones de receptores
estan significativamente disminuidas en
las lesiones malignas que han perdido la
estructura glandular, en especial aquellas de
gran tamano y de gran velocidad de crecimiento;
y esta disminucion puede estar ligada a la
heterogeneidad, indiferenciacion, estadio del
tumor o proporcion de proliferacion de los
carcinomas. Los autores también aprecian, que
en los estadios tempranos del cancer mamario en
la especie canina se pierden las concentraciones
detectables de ambos receptores (ER y PR);
consecuentemente, solo las lesiones benignas y
algunos adenocarcinomas pueden ser sensibles al
tratamiento hormonal, estando en concordancia
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esta percepcion con el papel protector de la
ovariectomia en la apariciéon clinica de las
lesiones tumorales mamarias [146].

Segun diversos estudios, la edad, el
tamafio tumoral, la ulceracion de la piel y el
estadio clinico son cuatro factores prondsticos
importantes asociados al contenido de receptores
de estrogenos en los tumores mamarios caninos
[15, 23, 25, 154]. De acuerdo con algunos
autores, existe una correlacion inversa entre
la edad y la presencia del ER [23, 146], en
contraste con los carcinomas mamarios de
mujeres postmenopausicas, que contienen mas
receptores que aquellos carcinomas en mujeres
premenopausicas [186]. Por el contrario, otros
autores [ 150] no evidencian una asociacion entre
la expresion inmunohistoquimica de uno o ambos
receptores y la edad de los animales, ni con el
estatus de castracion, gestacion, pseudogestacion
y numero o localizacion de los tumores.

Uno de los eventos clinicos mas importantes
en la progresion del cancer es el desarrollo
de metastasis. En el 2000, Nieto A. y col.
[141] hallan diferencias significativas en la
inmunorreactividad del ERa y el desarrollo de
metastasis en la evolucion de la paciente: se
observan rangos mas bajos de expresion del
ERa en los tumores primarios que dan lugar
a metastasis distantes durante el periodo de
seguimiento. Estos resultados se asemejan a los
obtenidos en 2009 por Chang C.C. y col. [24] los
cuales apreciaron en un estudio con 113 perras,
que el porcentaje de tumores que expresan ambos
tipos de receptores es significativamente mas
elevado en aquellos tumores menores de cinco
centimetros de didmetro, con un estadio clinico
I, 11 6 IIT y sin metastasis en ganglios linfaticos
regionales o metastasis distantes; asi como que
los tumores malignos con expresion de los dos
receptores tienen un rango de supervivencia
mayor que aquellos que sdélo expresan ER.
Esto plantea que la expresion de los PR
puede ser utilizada como factor prondstico de
supervivencia, especialmente en hembras de la
especie canina con tumores mamarios malignos
con expresion de ER [24].

3. EXPRESION DEL ONCOGEN ErbB2

1. INTRODUCCION

En las células normales, las sefales se generan
en el exterior de las células y se transmiten a
través del citoplasma al ntcleo, regulando el
crecimiento, diferenciacion, supervivencia y
muerte celular [187]. Las vias de transduccion de
estas sefiales estan, frecuentemente, desreguladas
en las células cancerigenas, lo cual conduce al
crecimiento descontrolado que contribuye a
la tumorigénesis [187]. Debido a que muchos
tipos de tumores tienen alteraciones similares
en los componentes de las vias de transduccion
de senales, estos componentes se han convertido
en un objetivo prometedor para la intervencion
terapéutica [187].

Las proteinas quinasas son un tipo particular
de transductores de sefiales que juegan un papel
critico en la regulacién de varios procesos
celulares fundamentales, como el crecimiento y la
diferenciacion [187, 188]. Las proteinas quinasas
son enzimas que catalizan la transferencia de un
grupo fosfato a residuos de serina, treonina o
tirosina de proteinas diana, y se caracterizan por
una elevada homologia en el dominio quinasa o
catalitico [189]. Existen dos grupos de proteinas
quinasas en funcion del tipo de residuos que
son capaces de fosforilar: tirosina quinasas y
serina/treonina quinasas, las cuales pueden ser
expresadas en la superficie celular, dentro del
citoplasma o dentro del nucleo [187, 188].

Las tirosina quinasas de la superficie de la
célula que estan activas a través de la union de
factores de crecimiento en la superficie celular,
se denominan receptores tirosina quinasas [ 187].
La mayoria de los receptores tirosina quinasa
son monomeros dimerizados mediante su union
a un factor de crecimiento, lo cual cambia su
estructura tridimensional, permitiendo que el
ATP se una y se produzca la autofosforilacion,
dando como resultado la generacion de una
sefal posterior para la regulacion de diversas
funciones celulares [187]. En la actualidad,
se han identificado alrededor de 60 receptores



tirosina quinasa y han sido clasificados en 20
familias distintas basandose en su estructura,
y dentro de las mas aplicables en la medicina
veterinaria se incluye a HER-2 [190].

Laregulacion de las quinasas ocurre a muchos
niveles, incluyendo el control transcripcional, las
modificaciones postransduccionales, la union de
proteinas reguladoras y la localizacion subcelular
[191]; siendo el mecanismo mas frecuentemente
involucrado en la regulacion de la actividad de
las quinasas la fosforilacion de los residuos clave
de sus dominios cataliticos [192, 193]. En cuanto
a los receptores tirosina quinasa, el principal
mecanismo implicado es la sobreexpresion,
pudiendo tener como consecuencia un aumento
de la respuesta de las células cancerigenas con
unos niveles normales de factor de crecimiento
0, si estos niveles estan lo suficientemente
elevados, la quinasa se puede activar a través
de una dimerizacion espontanea, en ausencia
de la senal del factor de crecimiento [187]. Este
es el caso del receptor tirosina quinasa HER-2,
también conocido como ErbB2, un miembro de
la familia del factor de crecimiento epidermal,
que se encuentra sobreexpresado en carcinomas
de mama y ovarios en la mujer [194].

La familia de receptores ErbB (Figura 1) juega
un papel esencial en la determinacion del linaje
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celular en varios tejidos, incluyendo los procesos
inductivos mesenquimales-epiteliales en érganos
epiteliales [195]. ErbB2, ErbB3 asi como ErbB1
se expresan en la mayoria de células epiteliales,
mientras que las células mesenquimales son un
rico recurso de ligandos de la familia ErbB [196].
Las mutaciones activadas y la sobreexpresion
de los miembros de esta familia de receptores
estan implicados en una variedad de canceres,
incluyendo carcinomas mamarios, carcinomas
escamosos, glioblastomas, asi como otras
enfermedades malignas en humanos [196]. Los
receptores tirosina quinasa de la familia ErbB
pueden proporcionar multiples propiedades a las
células neoplésicas, incluyendo la proliferacion,
migracion, angiogénesis, invasion del estroma,
y resistencia a la apoptosis [197].

Propiedades de ErbB2:

El oncogen c-erbB2 se encuentra situado
en la especie canina en el cromosoma 1q13.1,
el cual exhibe frecuentemente una aberracion
clonal cromosdémica en los tumores caninos
[199]. Dicho oncogen codifica una glicoproteina
de 185kDa localizada en la membrana celular
citoplasmatica, jugando un papel importante
en la actividad intrinseca de la proteina tirosina
quinasa, la cual tiene una secuencia homologa al
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Figura 1: Receptores de ErbB2 y sus ligandos. (Gutierrez 2009).
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receptor del factor de crecimiento [200].

El segundo miembro de la familia ErbB,
ErbB2, tiene varias propiedades unicas. Primero,
no tiene ligando conocido, sugiriendo que puede
funcionar como correceptor (o compaifiero de
heterodimerizacion) para otros receptores ErbB
[201]. Segundo, a diferencia de otros receptores
ErbB, la sobreexpresion de ErbB2 por si misma
puede causar transformacion celular incluso en
ausencia del ligando [201]. E1 ErbB de roedores,
denominado neu, mostrd ser un potente oncogen
transformador [202].

El ErbB humano inalterado tipo salvaje
estd amplificado o sobreexpresado en un
subconjunto de canceres de mama humano y
esta correlacionado con un fenotipo tumoral
agresivo, que se vincula con el tamafo del
tumor, afectacion de los ganglios linfaticos, alto
porcentaje de células en la fase S, aneuploidia
y pérdida de receptores hormonales esteroideos
[203-205].

El estudio de la sobreexpresion de ErbB2 en
canceres de mama humanos ha hecho que sea
considerado una diana clave para las terapias
contra el cancer ovarico y de mama, a través
del empleo del trastuzumab, un anticuerpo
monoclonal humanizado (IgG1) dirigido frente al
dominio extracelular de ErbB2, comercializado
como Herceptin® [206]. En un estudio realizado
para comprobar la eficacia del uso de trastuzumab
junto con la quimioterapia en cdnceres mamarios
en mujeres con sobreexpresion de HER-2
se ha observado que, mientras el empleo del
trastuzumab como Unico tratamiento muestra
una tasa de respuesta total media del 16%, su
uso junto con la quimioterapia, incrementa el
tiempo medio de progresion de la enfermedad
en un 65% [207].

Mecanismos moleculares que conducen a
la sobreexpresion de ErbB2 en el cancer
mamario humano

La amplificacion del gen y el incremento de la
velocidad de transcripcion conduce a un elevado
aumento en la sintesis de ARNm especifico y
en los niveles de su proteina en los cénceres
mamarios humanos [208]. Una sobreexpresion

moderada es, con frecuencia, consecuencia
unicamente de la desregulacion transcripcional,
por lo que hay algunos equipos de investigacion
interesados en desvelar estos mecanismos de
desregulacion [209-214].

Las tasas de transcripcion estan controladas
mediante la unién de los factores de transcripcion
a secuencias especificas potenciadoras en el
promotor del gen [215]. Las tasas de transcripcion
pueden estar incrementadas por diferentes
mecanismos: niveles o actividad incrementada
de los factores de transcripcion, asi como,
mutaciones en el promotor creando secuencias de
union para un nuevo activador o interrumpiendo
el sitio de unién para el represor [215]. También
se han involucrado mecanismos epigenéticos,
como la metilaciéon del ADN e histonas y
la acetilacion de las histonas, en los niveles
moduladores de la expresion genética [215].

No se han encontrado mutaciones del promotor
ErbB2 en células cancerigenas que sobreexpresan
este gen. Sin embargo, la sobreexpresion y
activacion de los factores de transcripcion han
sido implicadas en la sobreexpresion de ErbB2 en
las células del cancer de mama en la mujer [215].
En este estudio se concluye que P185erbB2
(proteina transmembrana codificada por ErbB2)
contribuye a la carcinogénesis mamaria si se
presenta en grandes cantidades, consecuencia
de la combinacion de la amplificacion del gen 'y
el incremento en la velocidad de transcripcion
[215].

La expresion de ErbB2 en el carcinoma
mamario canino es similar a la que ocurre en el
cancer mamario humano, sugiriendo un posible
papel en la carcinogénesis (la expresion de
ErbB2 podria activarse durante las fases iniciales
del desarrollo del tumor mamario, jugando un
papel en su desarrollo maligno) y un valor como
indicador pronostico [29, 124].

2.- TECNICAS PARA LA
EVALUACION DE ErbB2.

El estado de ErbB2 en el cancer mamario
puede medirse de diferentes formas: 1) a través de
la sobreexpresion de la oncoproteina, que puede
ser valorada mediante inmunohistoquimica, en



secciones de tejido congelado o embebidos en
parafina, utilizando anticuerpos monoclonales
o policlonales para la proteina p185 erbB2 o
para su producto fosforilado; mediante ELISA o
mediante Western blot [210,216]; 2) através de
la amplificacion del gen, llevada a cabo mediante
hibridacion Southern, mediante PCR (reaccion
en cadena de la polimerasa) competitiva,
diferencial o en tiempo real, realizando la técnica
FISH (hibridacion de fluorescencia in situ) [210,
216] o mediante hibridacion cromogénica in
situ (CISH) [217]; 3) a través de la deteccion
de moléculas de ARNm con la técnica Northern
blot [218].

Slamon DJ y col. demostraron en 1987 que
la amplificacion del gen ErbB2, determinada
por el analisis Southern, predice el tiempo de
recidiva de la enfermedad y el tiempo total
de supervivencia en 189 mujeres con cancer
mamario [219]. Poco después, Berger MS
y col. (1988) describen la existencia de una
buena correlacion entre la sobreexpresion de
ErbB2, determinada por inmunohistoquimica,
con el estado de los receptores hormonales y
el grado de pleomorfismo nuclear del tumor
mamario, de modo que la mayor parte de los
pacientes que muestran dicha amplificacion
no poseen receptores de estrogenos y el grado
de pleomofismo nuclear del tumor se puntia
como 3 (un nucleo con marcada variacion en
forma, tamafio y patron de la cromatina con
dos o mas nucléolos) [220]. Sin embargo, en
otro estudio inmunohistoquimico, llevado a
cabo por Van de Vijver Mj y col. en 1988,
no se demuestra una asociacion significativa
entre la sobreexpresion de la proteina ErbB2
y la implicacion de los ganglios linfaticos o la
recidiva del tumor [221]. Posteriormente, en
1990, Heinz NH y col., mediante el analisis de
Southern, demuestran que el nimero de copias
del gen ErbB2 se correlaciona significativamente
con un incremento de la actividad mitdtica y
con la ausencia de los ER y PR, pero no pueden
relacionarlo con la supervivencia del paciente,
la metéstasis, la recidiva o el grado histologico
[222]. A lo largo de los siguientes siete afios, la
mayoria de los estudios llevados a cabo si han
encontrado una fuerte correlacion entre el estado
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de ErbB2 y el desarrollo de la enfermedad,
principalmente esta observacion corresponde a
aquellas investigaciones que utilizan los analisis
basados en genes o la inmunohistoquimica con
anticuerpos anti-ErbB2 con sensibilidad en los
tejidos procesados y restringiendo los casos
positivos a aquellos con un patrén de tincion
membranoso caracteristico, de forma que las
pacientes con sobreexpresion de la proteina o
amplificacion del gen mostraban un tiempo libre
de enfermedad y una menor tasa de supervivencia
[223-227].

En un estudio de 1994 en 442 pacientes,
Muss HB y col. demuestran un valor
predictivo significativo de la sobreexpresion
de la proteina ErbB2, determinada mediante
inmunohistoquimica, en la respuesta a la
quimioterapia citotoxica y a la evolucion de
la enfermedad en mujeres con afectacion en
ganglios linfaticos. Asi, las pacientes cuyos
tumores sobreexpresaban ErbB2 obtienen un
beneficio mucho mayor de la intensificacion
de las dosis de quimioterapia que aquellas con
una expresion baja o sin sobreexpresion de la
proteina [228]. En 1996 en un estudio de cancer
mamario sin afectacion de los ganglios linfaticos,
O’Malley FPy col. aprecian un papel predictivo
a nivel del tiempo de supervivencia total de la
paciente y el tiempo libre de enfermedad en un
analisis multivariante, al realizar una evaluacion
inmunohistoquimica semicuantitativa de los
niveles de ErbB2, asociando la sobreexpresion
de la proteina a un descenso de estos dos
parametros [229]. Poco mas tarde, otros dos
estudios evidencian un pronéstico adverso de
la enfermedad en tumores de pacientes con
altos niveles de proteina ErbB2 determinados
mediante el método ELISA [230, 231]. Descotes
F y col. (1993) utilizando los métodos de
Southern y de slot-blotting, también sugieren
que la amplificaciéon de ErbB2 podria actuar
como un factor prondstico independiente, ya
que en el trabajo realizado por estos autores
ellos observan que en un subgrupo de pacientes
con factores pronosticos favorables, como la
positividad para receptores hormonales de
estrogenos y progesterona y sin afectacion en
ganglios linfaticos, la frecuencia de tumores con
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amplificacion del gen fue similar a la observada
en el grupo entero en el que se incluian muestras
analizadas mediante una de las dos técnicas o
ambas [232].

Dado que los procedimientos Southern y slot-
blotting son caros, consumen mucho tiempo,
requieren el uso de grandes cantidades de tejidos
frescos o congelados [233], estan limitados
debido a los artefactos por dilucioén (compuestos
por células ductales mamarias benignas, acinis,
cé¢lulas del estroma, células inflamatorias y
estructuras vasculares) dando como resultado
falsos negativos [234] y se produce la obtencion
de falsos positivos por inclusién de carcinoma
in situ que expresa altos niveles de ErbB2 [235,
236], no permitiendo una valoracion simultanea
de la morfologia del tumor [233], se prefiere el
empleo de otras técnicas.

La técnica de hibridacion fluorescente in situ
(FISH) ha sido implantada para la medida del
numero de copias del gen ErbB2 en muestras
archivadas fijadas en formalina. Dos estudios
mediante FISH muestra que esta técnica es mas
sensible que el Southern blotting para la deteccion
de la amplificacion del gen ErbB2 [227, 237].
La hibridacion fluorescente in situ ha mejorado
a muchas técnicas de transferencia de proteinas
o “blotting” en matrices s6lidas, disefiadas para
detectar el ADN y el ARN de ErbB2, asi como
también a la inmunohistoquimica, disenada para
detectar la proteina ErbB2 en tejidos fijados en
formalina y embebidos en parafina [227], ya que
esta menos afectada por la fijacion del tejido y
por variables analiticas [233].

La técnica FISH se ha descrito como un
método rapido, reproducible y extremadamente
seguro para detectar la amplificacion del gen
ErbB2 [227]. Ademas, puede ser facilmente
realizada en bloques de parafina archivados
durante largos periodos de tiempo y ser aplicada
satisfactoriamente a biopsias mediante aspirado
con aguja fina [238]. En el estudio llevado a
cabo por Xing W.R. y col. en 1996, se aprecia
que la amplificacién del gen ErbB2 es mas
predictiva cuando se emplea el método FISH
que el propio el estado de los ganglios linfaticos,
siendo este un indicador prondstico potente del

desarrollo del cancer [239]. Pero el método de
FISH tiene también algunas desventajas, ya
que requiere un moderno y caro microscopio de
fluorescencia equipado con multifiltros de banda
triple [240] y que el material biologico sometido
a fluorescencia pierde la coloracién tan rapido
que no proporciona un archivo permanente
[240]. Comparado con la técnica de FISH, la
inmunohistoquimica es mas utilizada al ser mas
econdmica y mas facil de realizar y conservar
[241].

Aunque algunos estudios comparativos
entre ambas técnicas muestran generalmente
una alta concordancia [241], hay que resaltar
que se puede observar sobreexpresion de la
proteina sin la amplificacion del gen, asi como
apreciarse amplificacion del gen en casos
negativos mediante inmunohistoquimica, por
lo que se establece una controversia a nivel
de la concordancia entre la técnica de FISH y
la inmunohistoquimica [214, 242-244]. Estas
inconsistencias pueden ser debidas a varias
causas incluyendo la variabilidad en la fijacion
y procesado del tejido, la heterogenicidad
intratumoral y la polisomia del cromosoma
17 [245, 246], que es un factor que influye en
un pequeio subgrupo de tumores, los cuales
son altamente positivos pero sin presentar
amplificacion del gen ErbB2, segun demuestran
algunos estudios [245, 247].

Aunque la amplificacion del gen es la
principal causa de la sobreexpresion de la
proteina en el cancer de mama en la mujer [237],
también se ha identificado como causa de dicha
sobreexpresion la delecion del exén 16 [248] y
el polimorfismo en el codon 655 del gen HER-2
humano [249]. Sin embargo en 2009, Hsu W.L.
y col. no identifican la delecién del exon ni el
polimorfismo del codon en el gen HER-2 canino
[250]; ademas no se han encontrado mutaciones
biologicas significativas en la region codificante
de HER-2 canino de los tumores mamarios de la
especie canina, indicando que la sobreexpresion
de la proteina puede no ser debida a mutaciones
en nucledtidos, sino que puede estar causada por
mecanismos moleculares como la amplificacion
genética, la estimulacion transcripcional o
el control translacional. Estas observaciones



difieren de las realizadas por Martin de las Mulas
y col. en 2003, los cuales no hallan amplificacion
del gen mediante la técnica CISH [29]. Murua
Escobar H. y col. (2001) determinaron mediante
FISH y estudios citogenéticos de tumores
caninos que la region del cromosoma 1q13.1,
en donde se encuentra el oncogen, se halla
frecuentemente afectada por aberraciones
cromosomicas clonales [199].

Analisis inmuhistoquimico (IHC)

La sobreexpresion de la proteina HER-
2 depende de varios factores, incluyendo la
sensibilidad de deteccion de los diferentes
métodos, el nivel de expresion del gen
(amplificacion, transcripcion, translacion) o de
los estados de las muestras tumorales [250].

La técnica de inmunohistoquimica se ve
afectada por diversas variables, incluyendo
los métodos de fijacion de los tejidos, los
reactivos empleados, los protocolos de ensayo,
la sensibilidad y especificidad de los anticuerpos
y los criterios de puntuacion [251-254], y con
la considerable variabilidad interobservador
en la interpretacion de los resultados incluso
en diferentes estudios al emplear el mismo
anticuerpo [251, 254-256].

En cuanto a los anticuerpos utilizados, éstos
difieren en su sensibilidad para detectar los
epitopes de ErbB2. Las consideraciones que se
deben plantear al llevar a cabo un ensayo son el
tipo de anticuerpo empleado, la clonicidad del
anticuerpo (monoclonal frente a policlonal) y la
dilucioén utilizada [233].

En 2006, Gouvea, A.P. y col. comparan
la capacidad de diferentes anticuerpos para
detectar la expresion de HER-2 en carcinomas
mamarios en la especie humana mediante
inmunohistoquimica, encontrando que usando
anticuerpos monoclonales los resultados
estan mas fuertemente correlacionados con la
amplificacion del gen mediante FISH, que los
resultados obtenidos al utilizar anticuerpos
policlonales [257]. Esto puede ser debido al
hecho de que los anticuerpos policlonales son
capaces de detectar las cuatro moléculas de
la familia EGFR mientras que los anticuerpos
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monoclonales detectan s6lo los casos HER-2
positivos [258].

Existen diversos sistemas de puntuacion
para calificar la inmunotincion de las células
tumorales dentro de un tejido, de acuerdo con
las recomendaciones del fabricante para los
patdlogos. En el estudio inmunohistoquimico
sobre tumores mamarios caninos, Rungsipipat
y col. (1999) utilizan la siguiente escala para
la interpretacion: (1+)- tincion débil de la
membrana celular; (2+)- tincion moderada
de la membrana y débil del citoplasma; (3+)-
tincion intensa de la membrana y de moderada
a intensa del citoplasma celular; y (4+)- tincién
intensa de la membrana y del citoplasma; en
este estudio los autores consideran que no se
encuentra sobreexpresion de la proteina cuando
s6lo menos del 20% de las células muestran
inmunorreaccion [57]. Nowak, M. y col. (2005)
evaluan la expresion de HER-2 usando una escala
semicuantitativa que tiene en cuenta el porcentaje
de células positivas: (-) no existe reaccion; (+)
1-10% de células positivas = reaccion debil;
(++) 11-25% de células positivas = reaccion
moderada; (+++) >26% de células positivas =
reaccion intensa [259]. Por otra parte, Kumar y
col. (2009) utilizando un sistema parecido pero
en el que solamente se tiene en consideracion
el porcentaje de células inmunotefiidas con
cualquier intensidad (débil, moderada o fuerte),
obtienen la siguiente forma de puntuacion: (-)
<10% de células neoplasicas positivas; (+) <30%
de células neoplasicas positivas; (++) 30-70%
de células neoplasicas positivas; (+++) >70%
de células neoplasicas positivas [258].

Por otra parte, la mayoria de los autores
aplican el sistema de puntuacién Herceptest
[28, 250, 260-264], con el que se evalua la
expresion de la proteina de la siguiente manera:
(0)- no existe tincion de la membrana o menos
del 10% de las células estan tefidas; (1+)- la
tincion de la membrana es incompleta en mas
del 10% de las células; (2+)- mas del 10% de las
células poseen una tincion de débil a moderada 'y
completa de la membrana celular; (3+)- la tincion
de la membrana es completa y fuerte en mas del
10% de las células; en este sistema (0) y (1+) se
considera que tienen una expresion normal de
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la proteina HER-2, mientras que (2+) y (3+) se
toman como positivos.

Recientemente, al igual que en el caso de
la guia recomendada para la cuantificacion
inmunohistoquimica de los ER/PR en los tumores
mamarios en la especie canina [174], basadas en
la guia recomendada por la Sociedad Americana
de Oncologia Clinica y el Colegio de Patologos
Americano (ASCO/CAP) para la valoracion de
los receptores de estrogenos y progesterona,
con algunas variaciones especificas para la
especie canina [175], se expone en el mismo
consenso una propuesta para la interpretacion
inmunohistoquimica de HER-2 basada en un
sistema para el cancer mamario en la mujer, en
el cual solo los tumores clasificados como 3+ se
consideran positivos (Tabla 10).

3. IMPLICACION CLINICA DE LA
EXPRESION DE ErbB2

ErbB2 es un oncogen que se encuentra
sobreexpresado en el 25-30% de los cénceres
de mama humano [265-267] y su estudio es
muy importante porque estas pacientes pueden
optar a la terapia con trastuzumab, el cual es
altamente eficiente para ellas [207], ya que los
canceres mamarios que sobreexpresan ErbB2
son resistentes a la quimioterapia convencional.

También se ha mostrado que estos tumores son
mas agresivos y desarrollan mas frecuentemente
metastasis en ganglios linfaticos que los
tumores mamarios que no manifiestan dicha
sobreexpresion [207, 268, 269].

Ademas, los pacientes con altos niveles
de sobreexpresion o amplificacion de ErbB2
tienen niveles mas bajos, estadisticamente
significativos, de receptores de estrogeno y
progesterona, que aquellos con bajos niveles
de sobreexpresion o amplificacion de ErbB2.
Como los niveles de receptores hormonales
estan fuertemente relacionados con la respuesta
a la terapia hormonal en los canceres mamarios
primarios y avanzados, su expresion reducida
puede ser un mecanismo para explicar la relativa
resistencia de los tumores ErbB2 positivos a la
terapia hormonal [270].

Algunos investigadores han observado
una correlacion positiva entre la afectacion
de los ganglios linfaticos y la sobreexpresion
o amplificacion de ErbB2, comprobando que
la mayor parte de los tumores mamarios en
mujeres con metastasis en ganglios linfaticos
sobreexpresaban la proteina [271, 272]; sin
embargo, no todos los investigadores han
encontrado dicha asociacion [273]. Un estudio
que realizan en 2010 Vaidyanathan K. y col.

Tabla 10: Guia para la interpretacion inmunohistoquimica de HER-2.

PUNTUACION CRITERIOS DE INTERPRETACION
PARA IHC
Ausencia de tincion (0) o tincion de la membrana débil e incompleta
Lt en cualquier porcentaje de células (1+)

2+ Tincion de la membrana completa y fuerte en < 30% las células o
tincién de la membrana heterogénea completa débil o moderada en
al menos 10% de las células

3+ Tincion de la membrana homogénea completa y fuerte en > 30% de

las células

Pefia L. Y col. (2014).



[272] también demuestra que los tumores de
mayor tamafo tienen una mayor sobreexpresion
de ErbB2 comparados con los de pequefio
tamafio, coincidiendo estos resultados con otras
investigaciones previas [274].

Dentro de la oncologia veterinaria encontramos
diversos articulos que analizan la sobreexpresion
o amplificacién de ErbB2. En 1996, Ahern
T.E. y col. llevan a cabo un estudio con perras
que se encuentran en un avanzado estado de la
enfermedad, donde son analizados 23 tumores
mamarios malignos y 5 muestras de tumores
mamarios benignos; al valorar la sobreexpresion
de c-erbB-2 observan que el 74% de los tumores
malignos (carcinomas, adenocarcinomas y
tumores mixtos malignos) son positivos y no
evidencian dicha sobreexpresion en ninguno
de los tumores mamarios benignos, por lo que
hallan una correlacion significativa entre la
malignidad y la sobreexpresion de la proteina
[124]. Al comparar los resultados con los
alcanzados en diversos estudios en medicina
humana, se comprueba que este porcentaje es
tres veces mayor al obtenido en el conjunto
de tumores mamarios humanos, los cuales
sobreexpresan la proteina o amplifican el gen
en un 20 a un 30% de las neoplasias analizadas
[265, 275], aunque es similar al porcentaje
apreciado a nivel de tumores metastasicos [56,
276, 277]. En el trabajo de Ahern T.E. y col.
(1996) de los 23 tumores malignos en la especie
canina analizados 7 tenian evidencia histologica
de invasion local o regional, 6 de los cuales eran
positivos para c-erbB-2, mientras que un caso
resultd negativo, con lo que no pudieron los
autores establecer un prondstico basandose en
este marcador exclusivamente [124].

Por el contrario, en el estudio llevado a cabo
por Rungsipipat A. y col. (1999) se consiguen
resultados dispares respecto a los anteriormente
descritos. De los 47 tumores caninos malignos
valorados, el 19,1% (9/47) sobreexpresan
la proteina c-erbB-2 mediante anélisis
inmunohistoquimico, utilizando un anticuerpo
policlonal anti-humano de conejo; porcentaje
aproximado al demostrado en la especie humana,
de estos procesos neoplasicos el 10,1% (8/47)
son diagnosticados histolégicamente como
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adenocarcinomas [57]; ademas el 50% (16/32)
de los tumores benignos analizados también
mostraron sobreexpresion, la mayor parte de
los cuales (87,5%) correspondian a adenomas
simples y complejos [57].

Posteriormente, en un trabajo desarrollado
en 2001 por Matsuyama S. y col. sobre la
subfamilia ErbB mediante PCR, se muestra
que en los tumores mamarios caninos estan
expresados mas de un ARNm de las subfamilias
ErbB, mientras que no se detecta este hecho en
la glandula mamaria normal [278]. En dicho
estudio no aprecia una correlacion directa
entre la combinacion de genes expresados y
el tipo histologico de los tumores valorados,
pero los resultados sugieren que la expresion
de los ARNm de la subfamilia ErbB juega un
importante papel en la tumorigénesis de la
glandula mamaria [278].

Mediante la comparacion de dos técnicas
para la evaluacion del estado de c-erbB-2 en
la especie canina, Martin de las Mulas J. y col.
(2003) detectan mediante inmunohistoquimica,
que con el empleo de anticuerpo policlonal
en dilucidon 1:100, es el 17°6% de los tumores
mamarios malignos los que sobreexpresaban
la proteina erbB-2. Estos tumores analizados
tienen un tamafio de mas de 3 cm de didmetro,
estan compuestos por células epiteliales
atipicas con patrones de crecimiento solido,
que se corresponden con un grado histologico de
malignidad de III, con un crecimiento infiltrativo
y con la carencia de receptores de estrogenos y
progesterona; estas pacientes no reciben terapia
adyuvante y desarrollan metéstasis o mueren en
un periodo de tiempo menor de 6 meses después
del tratamiento quirtrgico [29]. Por otra parte,
al realizar la hibridacién cromogénica in situ
(CISH) no se encuentran diferencias en el nimero
de copias del gen entre los casos estudiados con o
sin expresion de la proteina (6 tumores malignos
(+++) y (++), 2 tumores benignos (-) y en una
muestra de tejido normal (-)), lo que indica que
en estos casos no se evidencia la amplificacion
del gen c-erbB-2 [29]. Los resultados de este
estudio demuestran que la sobreexpresion de la
proteina so6lo esta presente en tumores mamarios
malignos, ya que contrariamente a lo que
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describen en 1999 Rungsipipat A. y col., no se
encuentra sobreexpresion en lesiones tumorales
benignas [57]; esta discrepancia probablemente
se debe a diferencias en el método empleado
para evaluar la presencia de dicha sobreexpresion
(en el estudio de Martin de las Mulas J. y col.
se utiliza el sistema de puntuacién Herceptest,
mientras que en el estudio de Rungsipipat A.
y col. utilizan la ya mencionada escala para
la interpretacion: (1+)- tincion débil de la
membrana celular; (2+)- tincion moderada de la
membrana y débil del citoplasma; (3+)- tincion
intensa de la membrana y de moderada a intensa
del citoplasma celular; y (4+)- tincion intensa de
la membrana y del citoplasma; en el cual no se
encuentra sobreexpresion de la proteina cuando
solo menos del 20% de las células muestran
inmunorreaccion).

Si comparamos el estudio antes sefialado de
Martin de las Mulas J. y col. de 2003, con el
llevado a cabo por Ahern T.E. y col. de 1996
[124], se comprueba que en este tltimo trabajo se
necesita un incremento del ARNm doble respecto
a los niveles basales utilizando la técnica “dot-
blot”, mientras que con el sistema de puntuacion
utilizado en el estudio de Martin de las Mulas y
col., mediante inmunohistoquimica, se requiere
un incremento de la cantidad de proteina mayor
de 2 veces respecto al nivel basal para reflejar
la expresion de la proteina [29]. Las diferencias
también dependen de las condiciones de
hibridacion, ya que puede haber falsos positivos
debido a la hibridacién cruzada con genes de la
subfamilia ErbB altamente homologos, como el
EGFR [279].

En el analisis desarrollado en 2004 por Dutra
A.P. y col. [28] de 70 muestras de tumores
mamarios pertenecientes a la especie canina,
de las cuales el 68,5% (48/70) corresponden a
tumores malignos, se comprueba que un 35,4%
(17/48) de estos procesos malignos son positivos
a la sobreexpresion de la proteina c-erbB-2
mediante inmunohistoquimica, con un 25,3%
(6/17) puntuado como (+++) y un 64,4% (11/17)
valorado como (++); estos rangos difieren de los
publicados en 1996 por Ahern T.E. y col., con
un 74% de tumores malignos positivos [124], y
por Rungsipipat A.y col. (1999) con un 19,1%

de positividad [57]. Estas diferencias quiza sean
debidas al bajo nimero de casos estudiados (23
pacientes en el primer caso y 47 en el tiltimo) y/o
a los diferentes métodos usados para detectar la
sobreexpresion de c-erbB-2 [28]. En cuanto a
los resultados obtenidos en el estudio realizado
por Dutra A.P. y col. (2004) al valorar 22
casos de tumores benignos, ninguno de ellos
resulta positivo mediante inmunohistoquimica,
apreciandose que el 40,9% de éstos (9/22)
presentan una inmunorreaccion (+) (resultado
que es considerado como negativo) [28]. En este
mismo estudio los autores hallan una correlacion
positiva entre la biologia (expresion de erbB2)
y la morfologia (pleomorfismo nuclear, indice
mitotico y formacion tubular), de tal forma que
la expresion de erbB-2 se correlacionaba con
un elevado grado de pleomorfismo nuclear e
indice mitotico, asi como con una baja tasa de
formacion tubular, en dichos tumores mamarios
caninos. Estos hallazgos son indicativos de que
la biologia y la morfologia de estos tumores
malignos estan estrechamente ligadas, como en
el cancer mamario humano [28]; ademas estos
resultados refuerzan la idea de que los tumores
mamarios espontaneos en la especie canina
pueden ser usados como modelo para el estudio
del proceso carcinogénico mamario humano
[199, 280].

En la investigacion realizada por Nowak M.y
col., en 2005 en la que se analiza muestras de 40
pacientes con adenocarcinomas, se demuestra la
expresion del receptor c-erbB-2 en el 72,5% de
los tumores mediante inmunohistoquimica con
un anticuerpo monoclonal de ratén en dilucion
1:50 (clon PN2A). El 37,5% de los tumores se
evalian como 1+, el 25% como 2+ y el 10%
como 3+, mientras que el 27,5% de las muestras
no muestran la expresion del receptor [259].

En 2009, Hsu W.L. y col. describen la
sobreexpresion de la proteina c-erbB-2 en 29,7%
(27/91) de los perros con tumores mamarios
malignos utilizando el Herceptest, mientras
que en las muestras de tumores benignos y en
las glandulas mamarias normales no se detecta
dicha sobreexpresion [250]. Estas observaciones
son similares a las obtenidas en estudios previos
de carcinomas mamarios en la mujer [265, 267,



281, 282]. En este trabajo también se demuestra,
a través de los datos obtenidos del estudio del
nucledtido mediante PCR, que en el 15,8% de
los casos en que se sobreexpresa la proteina
c-erbB-2 en la especie canina se manifiesta
polimorfismo de un nucledtido solitario (T1725
C) (una mutacion en los exones 14-18) en el
gen c-erbB-2, aunque ésta es una mutacion
silente [250]. Ademas, en este mismo estudio
se comprueba la existencia de varios factores
que estan asociados significativamente a un
pronostico desfavorable para la supervivencia
un afio después de la cirugia del tumor mamario,
incluyendo un tamafio tumoral mayor de 5 cm.,
un estadio tumoral de IV 6 V, una clasificacion
histologica de sarcoma, metastasis en ganglios
linfaticos y metastasis distantes; factores
consistentes con los descritos en otros estudios
[14, 257].

Kumar P. y col. llevan a cabo en el afio 2009
una investigacion mediante inmunohistoquimica
empleando un anticuerpo monoclonal de raton en
dilucioén 1:40 (clon Sigma-E 2777) en 74 muestras
de tejido mamario, entre los que se diagnosticaron
54 tumores malignos y 11 de tumores benignos;
del total de procesos malignos un 42,59% (23/54)
resultan positivos para la sobreexpresion de
la proteina c-erbB-2. De estos, aquellos con
mayor inmunorreaccion (++), segun el sistema
de puntuacion empleado, son los tumores
mixtos malignos, adenocarcinomas papilares y
carcinomas de células escamosas, mientras que
los fibrosarcomas, los osteocondrosarcomas,
los carcinosarcomas y los mixosarcomas son
negativos [258]. Se debe tener en cuenta que
los tumores son puntuados mas bajo que en
estudios anteriores [283], donde la expresion
de c-erbB-2 se registra como (++) y (+++) en
la mayor parte de los casos positivos; dicha
variacion puede ser debida a la diferencia en el
protocolo de estandarizacion, concentracion del
anticuerpo utilizado, naturaleza del anticuerpo
(mono- o policlonal) y la variacion subjetiva en
la evaluacion de la inmunotincion de las células
neoplasicas; también hay que tener en cuenta
que en el estudio de Ahern T.E. y col. (1996)
[124] y en el anterior trabajo de Rungsipipat
A.y col. (2003) [283], la alta expresion de
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c-erbB-2 en los tumores malignos puede ser
debida al hecho de que los tipos histologicos
implicados corresponden principalmente a
adenocarcinomas, carcinomas y tumores mixtos
malignos, los cuales se cree que tienen una mayor
expresion debido a su origen epidermal.

En lo que se refiere a las muestras de
tumores benignos, al igual que en el estudio
de Rungsipipat A. y col. (1999) [57] aunque
¢ste en un mayor porcentaje (50%), de los 11
casos analizados so6lo 2 (18,2%) son positivos
para la sobreexpresion de c-erbB-2 pero
mostrando sefiales débiles puntuadas como
(+); sin embargo, estudios previos [124, 250]
encuentran inmunoexpresion negativa en
todos los tumores mamarios benignos. Estas
discrepancias en los resultados pueden deberse al
hecho de que en la investigacion de Rungsipipat
A.y col. seutilizan anticuerpos policlonales que
son capaces de detectar las cuatro moléculas de
la familia EGFR, mientras que los anticuerpos
monoclonales s6lo pueden detectar los casos
c-erbB-2 positivos [57]. En cuanto a la glandula
mamaria normal, no se observa la sobreexpresion
de dicha proteina, lo que prueba la nocién de que
c-erbB-2 esta implicado en la transformacion de
los tejidos mamarios.

Paralelamente al trabajo anterior, Ferreira
E. y col. (2009) [260] intentando establecer la
relacion entre el tamafio del tumor y la expresion
de varios factores prondsticos en diferentes
tumores mamarios caninos, entre los que se
incluye el c-erbB-2, concluyen en su estudio
inmunohistoquimico en el que se utilizan
anticuerpos policlonales en dilucion 1:80, que la
positividad para este factor pronostico no difiere
entre los tumores malignos y benignos. Esta
afirmacion contrasta con aquellas observaciones
que muestran que la incidencia de inmunotincion
positiva es significativamente mas elevada en los
carcinomas que en los tumores benignos [ 124,
258, 284]. Al contrario que en otros estudios
realizados en la especie canina [28, 250, 284],
para los que la sobreexpresion de la proteina ha
sido asociada a un gran tamafio del tumor y en
los que dicha sobreexpresion parece ser un factor
pronostico negativo independiente para aquellas
pacientes afectadas, Ferreira E. y col. en 2009,
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afirman que la sobreexpresion tampoco difiere
al comparar los diversos tumores mamarios
analizados segtin su diferente tamafio [260]. Por
otro lado, sefialan que la expresion de c-erbB-2
observada en el estudio puede ser indicativa
también de un evento molecular temprano en
la génesis de los tumores mixtos caninos, el
tipo tumoral mas comun encontrado entre las
muestras de este trabajo.

Finalmente, al igual que en el estudio de
Dutra A.P. y col. (2004) [28], Vinothini Gy col.
(2009) [285], en un trabajo en el que se evaltian
diferentes marcadores moleculares (incremento
de receptores de estrogenos, ErbB2, estradiol, y
sus enzimas, asi como las proteinas implicadas en
la proliferacion, evasion de la apoptosis, invasion
y angiogénesis) en neoplasias mamarias de la
especie canina, concluyen que el estudio de dicha
patologia en esta especie es un modelo valido
para estudios en medicina humana. En 1989,
Nerurkar V.R. y col. concluyen tras un estudio
de patologia comparativa en tumores mamarios
caninos, que éstos constituyen un modelo
mucho mejor para el estudio de la evaluacion
comparada de los mecanismos moleculares de
la carcinogénesis que el tradicional modelo de
roedor [286].

EnlaTabla 11 se muestran los resultados méas
relevantes sobre c-erbB-2 en tumores mamarios
en la especie canina.

4. RESPUESTA A LA TERAPIA PARA
TUMORES POSITIVOS A ErbB2

En el cancer mamario humano se ha
demostrado que, aparte del significado pronostico
en el cancer mamario, la amplificacion de ErbB2
y la expresion de su proteina predicen y modulan
la respuesta a la terapia hormonal y a los agentes
quimioterapéuticos convencionales [233].

Las evidencias clinicas y experimentales,
particularmente en canceres en un estadio
avanzado, sugieren una asociacion entre la
sobreexpresion de ErbB2 y la resistencia a
las terapias endocrinas en general [270, 287].
En un estudio prospectivo con 516 pacientes
en estadio I y II, Gago F.E. y col. (2006)
concluyen que el intervalo libre de enfermedad

y la supervivencia total en aquellas mujeres
que recibieron Tamoxifeno solo o después
de la quimioterapia son significativamente
mas bajos en el grupo positivo a receptores
hormonales (estrogenos y progesterona) y con
sobreexpresion de ErbB2 que en el grupo de
pacientes con tumores positivos a los receptores
pero sin sobreexpresion de la proteina [288]. En
contraste, en un trabajo del 2000 de Berry D.A.
y col., en el que se evalia mediante diferentes
métodos (IHC, FISH y PCR) el estado de
ErbB2 en 651 mujeres con tumores positivos
a receptores de estrogenos y con afectacion en
ganglios linfaticos, se muestra que el periodo
libre de enfermedad y la supervivencia total no
estan influenciadas por dicha amplificacion del
gen y/o sobreexpresion de la proteina en los
tumores [289].

El gran valor de ErbB2 como un marcador
predictivo radica en la respuesta a terapias que
tengan como diana a ErbB2, como el trastuzumab.
Las pacientes con cancer mamario fuertemente
positivos a ErbB2 muestran un beneficio clinico
significativo de la terapia con trastuzumab o con
el empleo de éste de modo combinado [290].
Slamon, D.J. y col. apreciaron que con el uso
del trastuzumab como tratamiento Gnico se
obtenia una proporcién de respuesta total media
del 16%, mientras que si era combinado con
quimioterapia, el tiempo medio de progresion de
la enfermedad se incrementaba en un 65% [207].

Para mejorar el efecto terapéutico del
trastuzumab en los casos positivos a ErbB2, se
deberia incluir el uso de la técnica FISH como
prueba secundaria para aquellas neoplasias IHC
(++) [291].

Ya que la expresion de ErbB2 inmunorreactiva
en los tumores mamarios caninos es un importante
factor predictivo de la carcinogénesis de estas
neoplasias y, dadas las implicaciones en medicina
humana, este hecho abre la posibilidad de utilizar
anticuerpos anti-ErbB2 para el tratamiento de los
tumores mamarios en esta especie animal [28].
Varios estudios han demostrado que los tumores
caninos y humanos comparten aberraciones y
expresiones de genes similares [292-294], por
lo que Peruzzi D. y col. (2010) evaluaron la
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viabilidad y seguridad del régimen de vacunacion
DNA-EP/Ad (electroporacion del plasmido de
ADN y un adenovirus recombinante) en perros
sanos, demostrando que la vacuna contra ErbB2
es capaz de inducir una respuesta inmune de las
células T [294].

4. EXPRESION DE LA
CICLOOXIGENASA-2

1. INTRODUCCION

Prostaglandinas y ciclooxigenasas

Las prostaglandinas son metabolitos
derivados de lipidos de cadena corta que estan
involucrados en una amplia variedad de procesos
fisiologicos importantes, como son la ovulacion,
el mantenimiento del flujo sanguineo renal y
la citoproteccion de la mucosa gastrica. Sin
embargo, las prostaglandinas también juegan
papeles significativos en muchos procesos
patoldgicos, incluyendo el desarrollo de diversos
canceres [295].

La familia de las ciclooxigenasas (COXs;
también denominadas prostaglandina-
endoperoxido sintasa o PGHS) comprende un
grupo de isoenzimas de tipo oxidorreductasa
que catalizan la biosintesis de eicosanoides
(prostaglandinas, prostaciclinas y tromboxanos)
por oxigenacion del acido araquidonico [296].
De esta forma media la conversion de acido
araquidonico a prostaglandina G2 (PGG2)y, por
lo tanto, reduce la PGG2 a prostaglandina H2
(PGH2), la cual es convertida posteriormente en
diferentes prostanoides biologicamente activos
mediante prostaglandinas sintasas [296].

El primer componente de la familia COX en
identificarse fue la enzima COX-1, reconocida
a principios de los afios 70 por Sir John Vane
como diana de la aspirina y otros fairmacos anti-
inflamatorios no esteroideos (AINEs) [297].
La enzima COX-1 se expresa normalmente de
forma constitutiva y estd presente en muchos
tejidos en niveles constantes, jugando un papel
muy importante en la regulacion de funciones
fisiologicas como la proteccion del estdémago, el

control de la agregacion plaquetaria, la funcion
renal y la reproduccion [298].

Por otro lado, COX-2 esta encargada del
proceso de biosintesis de prostaglandinas y
tromboxanos al igual que COX-1 [299], pero
a diferencia de éste, COX-2 se encuentra
normalmente ausente (excepto en muy pocos
tejidos, como la placenta, el cerebro o el rifidon) y
no se expresa de forma constitutiva, sino que es
inducida por factores de crecimiento, citoquinas,
promotores tumorales, estimulos inflamatorios
y otros numerosos mediadores [300], como
la interleucina-1 (IL-1), el factor de necrosis
tumoral (TNF) y los lipopolisacaridos [301]. De
esta forma, la enzima COX-2 estd implicada en
la produccion de prostaglandinas que participan
en procesos de estrés, patoldgicos e inflamatorios
[295].

En 2002, Chandrasekharan N.V. y col.
identificaron por primera vez la tercera isoforma
de ciclooxigenasa, COX-3, como una variante
de maduraciéon del ARNm transcrito desde
el gen cox-1, que consiste en una forma de
ciclooxigenasa-1 mal plegada [302]. Este
estudio experimental llevado a cabo en perros
se desarrolld para evaluar la inhibiciéon de COX
por Acetaminofeno (un farmaco analgésico
y antipirético ampliamente utilizado), no
estableciendo alguna relevancia de esta isoenzima
en estados patoldgicos en la especie canina [302].
No hay estudios posteriores que avalen la
actividad COX de la enzima COX-3 en la especie
canina y su sensibilidad al Acetaminofeno, por
su bajo nivel de expresion y los datos cinéticos
disponibles, lo que indica que no es probable
que esta interaccion selectiva sea clinicamente
relevante [303].

Ciclooxigenasa-2 y su relacion con el
cancer

La inflamacion es la mayor reaccion de
la inmunidad natural y tiene como objetivo
defender al organismo frente a patogenos [304].
A pesar de que la primera evidencia de una
conexion entre la inflamacion y el cancer data
de hace méas de un siglo, dicha relacion s6lo ha
sido investigada recientemente, evidenciando



que existen varios tipos de canceres altamente
asociados a inflamacién, como los canceres de
colon, de mama y de prostata [305, 306]. Esta
hipotesis esta avalada por los hallazgos sobre el
microambiente tumoral, el cual se caracteriza
por la infiltracion de diferentes tipos de células
inmunes, como las células dendriticas, los
linfocitos y los macrdéfagos, responsables de
la liberacion de citoquinas, cuyo papel en la
aparicion de tumores ha sido establecida en
muchos estudios [304].

La inflamacion juega un importante papel en
la iniciacién del tumor mediante la produccion
dirigida de especies reactivas de oxigeno,
responsables del dafio al ADN, incrementando
por tanto la tasa de mutaciones [307]. Esto
también puede tener una implicacion en la
promocioén tumoral, donde la inflamacion
dirige la secrecion de factores de crecimiento,
como el factor de crecimiento epitelial (EGF)
y el fibroblastico (FGF), los cuales a su vez
favorecen la proliferacion de células tumorales
iniciadas, mediante la determinacion del balance
entre proliferacion celular y el estimulo de
muerte celular [306], debido a la activaciéon
de diferentes vias de supervivencia celular
[308]. Por otra parte, las diferentes citoquinas
producidas durante la inflamacion (TNFa, IL1J3,
IL6 e IL8) pueden también activar varias vias de
supervivencia para las células tumorales [309,
310].

Entre los diferentes mediadores de la
inflamacion, las enzimas COX parecen estar
claramente implicadas en el cancer, ya que estan
reguladas por factores de crecimiento y diversas
citoquinas [311]. La primera evidencia de una
relacion potencial entre la enzima COX-2 y los
canceres en la especie humana se establece en
1994, cuando se demuestra que los niveles de
ARNm de COX-2 se encuentran marcadamente
elevados en carcinomas colorrectales [312].

La desregulacion de la expresion de la COX-
2 conduce a un incremento de la cantidad de
su principal metabolito, la prostaglandina E2
(PGE2), cuyos efectos pleiotropicos parecen
afectar a la mayoria, si no a todas, las sefias de
identidad o caracteristicas del cancer [313]. Esta
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capacidad de la via COX-2/PGE2 para afectar a
multiples aspectos de la fisiologia de la célula,
requeridos para el desarrollo y el mantenimiento
del tumor, puede ofrecer una explicacion de la
efectividad de los inhibidores de la COX y de las
drogas antiinflamatorias no esteroideas (AINEs)
en la reducciéon de la incidencia y progresion
de tumores intestinales en modelos animales
de cancer, asi como en pacientes humanos de
cancer.

La PGE2 ejerce sus acciones mediante la
unioén a cuatro receptores especificos de la
superficie celular acoplados a la proteina G,
denominados EP1, EP2, EP3 y EP4, y que
parecen estar implicados en varios estados de
carcinogénesis y en diferentes tipos de cancer
[314]. A pesar de las similitudes estructurales y de
secuencia entre las cuatro series de receptores de
prostaglandinas E (EP), estos estan acoplados a
diferentes vias de sefalizacion intracelular [314].
Lamayoria de los estudios indican que EP1, EP2
y EP4 promueven la carcinogénesis temprana,
mientras que EP3 no solo no contribuye al
comportamiento tumoral sino que ademas tiene
un papel protector [314-316]. Sin embargo, en
una publicacion realizada en 2003 por Amano H.
y col., los autores establecen que la activacion
del receptor EP3 se asocia al fenomeno de
angiogénesis y de crecimiento tumoral en
el desarrollo del cancer de pulmoén [317]. A
través de estos receptores, la PGE2 es capaz de
promover la proliferacion y la supervivencia
celular (mediante diferentes mecanismos,
incluyendo la supresion de la apoptosis),
promover la angiogénesis tumoral (a través de
la produccion de factores proangiogénicos como
el factor de crecimiento vascular endotelial
[VEGF] y el factor de crecimiento fibroblastico
basico [bFGF]), incrementar la invasion celular
y la metastasis, asi como suprimir la respuesta
inmune para que las células tumorales escapen
a la inmunovigilancia [313, 318].

En el cancer mamario de la mujer hay una
limitada informacion disponible con respecto al
papel de los receptores EP. La enzima aromatasa,
que cataliza la biosintesis del estrégeno, esta
totalmente regulada por la PGE2 a través de
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los receptores EP1 y EP2 expresados en las
células del estroma [319]. Por el contrario, la
activacion del receptor EP3 inhibe la expresion
de la aromatasa [319]. En el estudio que se realiza
en ratones en el que se compara tejido mamario
normal con tejido mamario tumoral, se observa
un incremento de la expresion de EP1, EP2 y
EP4, existiendo un descenso de la expresion de
EP3 [315]. Estos estudios sugieren que EP3 tiene
un efecto protector contra el cancer mamario
en la mujer [314]. La hiperplasia mamaria,
modulada por la expresion de COX-2, esta
mediada por el receptor EP2 [316]. La mayoria
de los estudios indican que los receptores
EP1, EP2 y EP4 promueven la carcinogénesis
temprana, mientras que EP3 ni contribuye al
comportamiento del tumor ni juega en realidad
un papel protector [314].

En general, ciertas prostaglandinas, asi
como la enzima COX-2, pueden ayudar a la
carcinogénesis alterando procesos celulares
normales como la proliferacion celular, la
angiogénesis, la apoptosis, la inmunomodulacion
y el metabolismo carcinogénico [320].

Se ha demostrado que las prostaglandinas
son capaces de modular la lipogénesis en cultivo
celular dependiendo de la fase del ciclo celular de
¢éstas y de la diversidad del metabolismo lipidico
intrinseco [321]; dicha modulacion puede ser de
gran importancia en la proliferacion celular y la
carcinogénesis.

La angiogénesis en una funcion esencial para
la proliferacion celular y el crecimiento tumoral.
Este proceso es fundamental para un sustento
adecuado y un suplemento de oxigeno para las
células que estan dividiéndose y proliferando.
Se piensa que la hipoxia tumoral es el principal
estimulo para iniciar la angiogénesis [320]. El
endotelio normal de los vasos sanguineos expresa
la enzima COX-1 mientras que el endotelio de
los vasos sanguineos angiogénicos expresa
la COX-2 [322]. Las prostaglandinas PGEI,
PGE2 y PGI2, y la enzima tromboxano sintasa
parecen estar implicadas en diferentes pasos de
la angiogénesis tumoral [323]. Diversos autores
han observado que el fluido intersticial de algunos
tumores era rico en prostaglandinas de la clase

E, que parecen ser los inductores angiogénicos
mas potentes [324, 325]. La sobreexpresion de la
enzima COX-2 se ha asociado a un incremento
en la biosintesis de PGE2, la cual a través de
todos sus metabolitos ayuda a la angiogénesis
mediante la secrecion de factores angiogénicos
[320]. Se ha demostrado que ciertas citoquinas
asociadas a tumores, como la IL-1, incrementan
la expresion génica de la COX-2 y la vida media
del ARNm de la COX-2 [323, 324]. Ademas, la
enzima COX-2 y el receptor de tromboxano A2
dependientes de las vias de sefializacion activan
la invasion celular y la angiogénesis [326].

En cuanto a la apoptosis, o muerte
celular programada, se ha demostrado que la
sobreexpresion de ciertas prostaglandinas,
como la PGE2, mediante la COX-2 puede
también mandar sefiales correctas en las
células, estimulando asi un crecimiento celular
inapropiado o reduciendo la apoptosis [327].
Los estudios con AINEs que actuan mediante la
inhibicion de las enzimas COX revelan que éstas
inducen la apoptosis en células cancerigenas y
se sefiala que podia ser debido a la inhibicion
de la enzima COX-2, reduciendo por tanto los
niveles de prostaglandinas en dichas células
[328]. El gen Bcl-2 es un gen muy importante
en la regulacion de la apoptosis. En un estudio
con una linea celular intestinal de ratones se
demuestra que la sobreexpresion de la enzima
COX-2 en células cancerigenas de dicha linea
celular estd asociada con la sobreexpresion
del gen Bcl-2, que prolonga la vida de la célula
inhibiendo la apoptosis [328]. La inhibicion
de las enzimas COX da como resultado una
produccion disminuida de prostaglandinas,
conduciendo a la acumulacion de sustratos, como
el acido araquidonico; dichos sustratos, cuando
se presentan en una concentracion aumentada en
las células, estimulan la fragmentacion del ADN
y la conversion de la esfingomielina a ceramida
en las células, que es un reconocido inductor de
la apoptosis [329].

La alta concentracién de ciertas
prostaglandinas, como la PGE2, atenta la
respuesta inmune de los individuos previniendo
la muerte de las células malignas [330, 331]. La



PGE2 muestra un potente efecto inmunosupresor
actuando como un inhibidor de retroalimentacion
negativa, impidiendo asi la actividad de las
células T, la proliferacion linfocitaria, la
actividad de los macréfagos, la produccion de
anticuerpos, la produccién de citoquinas por
células inmunes, la actividad de las células
“natural killer”, etc. [323, 331]. También se ha
demostrado que los animales y las personas con
cancer tienen células dendriticas con funcién
antigénica suboptima debido a la presencia del
VEGF producido por los tumores, de la IL-10
y de las prostaglandinas, como la PGE2 [332].

Por ultimo, al estudiar la influencia de las
enzimas COX en el metabolismo carcinogénico,
tenemos que el componente peroxidasa de
las COX tiene amplia especificidad y puede
oxidar una gran variedad de xenobidticos,
incluyendo ciertos pro-carcinogénicos y
carcinogénicos [320]. Los compuestos como las
aflatoxinas, halogenos, pesticidas halogenados,
etc., cuyos hidroperoxidos son generados en
el organismo, actian sobre el componente
peroxidasa de la COX para formar carcindgenos
mutagénicos. Las isoenzimas COX pueden
también promover la formacion de radicales
peroxidasa durante la peroxidacion lipidica y
la reaccion de hidroxiperoxidasas con metales
o metaloproteinas. Estos radicales reaccionan
con el ADN formando aductos nocivos de ADN
dafiando a éste [328, 331, 333].

El papel de la enzima ciclooxigenasa-2 en
el cancer mamario humano

La posible relacion del cancer de mama con
la enzima COX-2 se postuld por primera vez
al observar que los niveles de prostaglandinas
en los tumores mamarios estaban elevados
y especialmente en aquellos pacientes con
metastasis [334].

En 2004, Chang S.H. y col. desarrollan
estudios sobre los mecanismos moleculares por
los que COX-2 induce angiogénesis asociada
a los tumores, la cual es requerida para la
iniciacion y/o progresion del cancer mamario en
el raton [315]. Otros autores también observan
que la prostaglandina PGE2 induce angiogénesis
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en estados tempranos del desarrollo tumoral,
incluso antes de que se promueva una hiperplasia
de la glandula mamaria, proporcionando una
nueva explicacion del papel de la angiogénesis
en este proceso [315].

Se ha comprobado que la enzima COX-2
realza el fenotipo metastasico de las células de
cancer de mama in vitro y en los propios tumores
[335]. El incremento de la expresion de dicha
enzima ocurre en fases tempranas de esta lesion
mamaria y puede ser detectado en el carcinoma
ductal in situ [336] y en el carcinoma invasivo
[337], observandose mayor expresion en los
carcinomas ductales (63%) en comparacion
con los invasivos (43%) [336]. También se
ha detectado en lesiones metastasicas [338] y
en aquellas lesiones con caracteristicas mas
agresivas o de peor prondstico [339].

Existen diversos estudios en los que se han
detectado inmunohistoquimicamente niveles
elevados de COX-2 en aproximadamente
el 40% de los carcinomas mamarios
invasivos, obteniendo un rango de frecuencias
individualmente que oscilan entre el 17% y el
84% [123, 340]. Recientemente, la expresion de
COX-2 se ha asociado a un descenso del periodo
de supervivencia libre de enfermedad [123] y
de la supervivencia especifica [341-343] en el
cancer mamario, sugiriendo que la inhibicion
de esta enzima tiene efectos anticancerigenos.

En los tumores mamarios benignos, se ha
sugerido que la inflamacion, especialmente la
relacionada con las vias de COX-2, puede jugar
un papel en la progresion de la enfermedad
benigna mamaria hacia el carcinoma y que
puede ser modificada mediante el empleo de
antiinflamatorios no esteroideos [344]. La
enzima COX-2 parece ser un biomarcador para
aquellas mujeres con riesgo de desarrollar cancer
mamario, pudiendo ser una importante diana en
la quimioprevencion [345].

El papel de la enzima ciclooxigenasa-2 en
los tumores mamarios de la especie canina

El primer estudio que documenta la expresion
de COX-2 en los tumores mamarios caninos data
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del 2003 y en €l se demuestra que mientras que
en el tejido de la glandula mamaria normal no
se expresaba esta enzima, si que lo hace en el
tejido tumoral, siendo la inmunoexpresion mas
frecuente e intensa en los tumores mamarios
malignos (adenocarcinomas) que en los benignos
(adenomas), de los que s6lo un pequeio
porcentaje (24%) muestra una expresion débil de
COX-2 [96]. Desde este primer trabajo existen
muchos otros que documentan la expresion de
la enzima tanto en tumores mamarios benignos
como en los malignos [97, 98, 121, 122, 346].

En general, los estudios elaborados en la
especie canina muestran una relacion significativa
entre la expresion elevada de COX-2 y el
desarrollo de metastasis distantes, asi como con
un peor prondstico y un periodo de supervivencia
mas corto [27, 99].

Ciclooxigenasa-2 y su induccion por el
oncogen HER-2

El origen tanto de los cénceres mamarios
como de otros canceres parece vincularse
primariamente a células madre [347] que
sufren una transformacion a través de una
serie de alteraciones genéticas y epigenéticas
facilitadas por mecanismos de iniciacion
tumoral, promocion e inestabilidad genémica
[348]. Uno de los oncogenes mejor conocidos
en el cancer mamario es el HER-2, el cual puede
regular a la enzima COX-2 [349] y una elevada
expresion de COX-2 puede inducir muchos
efectos tumorigénicos [350, 351].

Asi, una sobreexpresion del oncogen HER-
2 est4 asociada a un incremento de los niveles
de COX-2 [352]. En 2010, Wang K.H. y col.
demuestran en un trabajo realizado con lineas
celulares, que el gen HER-2 puede regular al
alza la expresion de la COX-2 a través de la
fosforilacion y activacion de la via del MAPK
(proteinquinasa activada por mitdogenos), ya que
dicha expresion esta parcialmente disminuida
mediante un tratamiento con inhibidores
selectivos de la actividad tirosin-quinasa de
HER-2 [353]. En el estudio llevado a cabo por
Subbaramaiah K. y col. en 2002, los autores
detectan una elevada expresion de COX-2 en

14 de 15 muestras de cancer mamario humano
HER-2 positivo y en tan solo 4 de 14 muestras
negativas para HER-2 mediante diferentes
técnicas de hibridacién e inmunoensayos
enzimaticos [354].

Ciclooxigenasa-2 y su relacion con los
receptores de estrogenos

Diversos autores describen una relacion
entre ambos factores observando, a través del
analisis de la funcion del receptor hormonal en
la expresion de la COX-2, una relacion inversa
entre estas variables [123, 355, 356]. McCarthy
K.y col. (2006) mediante el empleo de RT-PCR,
aprecian una correlacion significativa entre la
expresion de la enzima COX-2 y la ausencia de
expresion del receptor hormonal, indicando un
peor pronoéstico para el paciente, aunque con un
aumento de la susceptibilidad a la quimioterapia
[357].

2. TECNICAS PARA EVALUAR
LA EXPRESION DE LA
CICLOOXIGENASA-2

Al igual que se ha evidenciado en el
cancer de mama en la mujer, mediante la
inmunohistoquimica, la tinciéon de la enzima
ciclooxigenasa-2 se localiza en las células
epiteliales neoplasicas [358], donde la positividad
se confirma por una tincion de las células de color
marron [27, 98, 346]. Los datos confirman que la
sobreexpresion de esta enzima se observa entre el
56% y el 100% de los carcinomas mamarios en
la especie canina [96-98, 122, 359], existiendo
una marcada variacion en el porcentaje de células
tumorales positivas a COX-2 y en la intensidad
de la expresion.

Es dificil comparar estos datos debido
a la heterogenicidad en los tipos tumorales
estudiados, la variabilidad de los anticuerpos,
los procedimientos inmunohistoquimicos
empleados y las diferencias en los sistemas de
evaluacion utilizados [346].

Para la llevar a cabo esta técnica los
investigadores han utilizado varios métodos como
el de la estreptavidina-biotina-peroxidasa [97,
100] o el método de la avidina-biotina-peroxidasa



[360]. Sin embargo, para estandarizar el
procedimiento y reducir el error producido por
la técnica, otros autores han realizado el analisis
inmunohistoquimico con la técnica DAKO
EnVision Plus [122]. Para llevar a cabo estos
procedimientos se emplean anticuerpos anti-
COX-2 monoclonales de conejo [27, 346] y de
raton [27, 361], o anticuerpos policlonales [96,
100].

La inmunotincién debe ser interpretada en
las células tumorales con un determinado patrén
de tincién citoplasmatico [27, 96-99, 346],
membranoso [346] o en regiones perinucleares
[98, 99].

En los sistemas de puntuacion
inmunohistoquimicos se tienen en
cuenta el numero de células que muestra
inmunorreactividad (porcentaje) y la intensidad
de esta tincion (negativa, débil, moderada y
fuerte). Asi, la mayoria de los autores realizan
un recuenteo semicuantitativo de las células
inmunorreactivas que cuantifican en varios
grados segun el investigador; Doré M. y col., en
2003, expresan el porcentaje de células tumorales
tenidas de las siguiente forma: 0 = <5% de las
células positivas, 1 = 5-25%, 2 = 26-50%, 3 =
51-75% y 4 = >75% de las células positivas
[96]. Otros autores hacen una adaptacion de este
recuento: 0 =0%, 1 =<10%, 2=10-30%,3=31-
60%, 4 =>61% de células inmunorreactivas [27,
122]. También se han utilizado otros sistemas de
cuantificacion, como el empleado por Queiroga
F.L.ycol. (2007) o de Souza C.H. y col. (2009),
cuyos resultados fueron valorados empleando
el siguiente sistema de puntuacion: 0 = 0%, 1 =
1-10%, 2 =11-50%, 3 =51-80% y 4 =>80% de
las células reactivas [98-100, 362] o el empleado
por Millanta F. y col. en 2006, que aplica un
método de puntuacion basado en la estimacion
del porcentaje de células inmunorreactivas en
combinacion con una estimacion de la intensidad
de la tincion. Los autores obtienen los siguientes
valores 0 = ninguna célula inmunorreactiva,
+1 = existe tincion citoplasmatica débil difusa
(puede contener intensidad fuerte en <10% de las
células cancerigenas), +2 = de moderada a fuerte
tincion granular citoplasmatica en el 10-90% de
las células tumorales y +3 = mas del 90% de las
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células cancerigenas presentan una tincion de
intensidad fuerte [97].

Respecto a la medicidon de la intensidad de
la reaccion hay menos diferencias entre autores
en cuanto a su puntuacion, describiéndose en la
mayoria de los trabajos los siguientes valores: 0
= negativo, + = débil, ++ = moderada y +++ =
fuerte inmunotincién [27, 96, 98-100, 122, 362].

Finalmente, se le otorga a cada proceso
neoplésico un indice total o final, el cual suele
resultar de multiplicar el porcentaje de células
tumorales inmunorreactivas y la intensidad de la
tincion que estas presentan, obteniendo un titulo
final que varia entre 0 y 12 [27, 99, 122, 362].

Aunque en algunos estudios se describe que
el tejido mamario normal no expresa o tiene
una expresion muy leve de la enzima [27, 96,
98, 359], en una investigacion reciente se indica
que la glandula mamaria canina normal expresa
COX-2 con localizacion membranosa apical
en contraste con la distribucion citoplasmatica
de esta enzima en las células cancerigenas
[346]. Los resultados de este ultimo estudio
sugieren que la localizacién membranosa de
la COX-2 en tejido mamario normal puede
estar relacionado con la participacion de este
enzima en procesos fisioldgicos implicados en
el desarrollo y actividad de la gldndula mamaria
[346]. Asi mismo, visualizan internalizacion
citoplasmatica de COX-2 que se podria
relacionar con fases fisiologicas o patoldgicas
proliferativas, explicando por tanto el patron
observado en muestras de tejido mamario en
estado de diestro y en todas las muestras de
lesiones neoplasicas [346].

En el estudio llevado a cabo en 2009 por
Dias Pereira P. y col., distinguen expresion
citoplasmatica de COX-2 en el tejido mamario
normal adyacente a las lesiones neoplasicas,
aunque con un descenso en la intensidad de
tincidon, apuntando a la hipotesis de que la
internalizacién de la enzima constituye un
evento temprano en la transformacion neoplasica
maligna [346]. De acuerdo con Leo C. y col.
(2006) esta inmunorreactividad puede reflejar la
accion paracrina de las prostaglandinas derivadas
de las células neoplasicas epiteliales antes de que
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la deteccion histologica del fenotipo neoplésico
sea posible [363].

Diversos autores aprecian una expresion
citoplasmatica de la enzima COX-2 de moderada
a fuerte en el epitelio de un bajo porcentaje
de tumores benignos (aproximadamente el
10%), mientras que en el caso de las neoplasias
malignas dicho porcentaje es considerablemente
mayor (en torno al 40%) [96, 98, 99, 346, 362].
Esta expresion es mas intensa y mas frecuente
en areas menos diferenciadas que exhiben signos
de marcada atipia citologica [346].

En el trabajo de Dias Pereira P. y col. (2009)
la mayoria de las lesiones metastasicas (53%)
muestran una fuerte expresion de COX-2 y
en casi todos los casos (83,3%) la intensidad
de la tincidn es similar o mas fuerte que en
la neoplasia primaria [346]. Estos resultados
concuerdan con las investigaciones realizadas en
medicina humana, sugiriendo que los productos
metabolicos de la enzima tienen propiedades
angiogénicas e incrementan la invasividad
mediante la activacion de las metaloproteinasas
de la matriz, ademas de contribuir a la extension
metastésica de las células neoplasicas [364].

3. EXPRESION DE
CICLOOXIGENASA-2 EN LOS
DIFERENTES TIPOS HISTOLOGICOS
DE TUMORES MAMARIOS CANINOS

A pesar de todas las investigaciones
realizadas, existe una escasez de datos con
respecto a la expresion de COX-2 en la glandula
mamaria canina normal y dicha informacién
es inconsistente [346]. Doré M. y col. (2003)
no distinguen esta expresion mediante
inmunohistoquimica en ninguna de las muestras
de tejido mamario canino normal [96], mientras
que en dos estudios posteriores, realizados
también mediante inmunohistoquimica [98,
359], se hallan una de siete y dos de cuatro
muestras positivas a COX-2, respectivamente.
En el trabajo de Dias Pereira P. y col. (2009)
se documenta una expresion de la enzima en el
epitelio de las 22 muestras examinadas con una
tincidon membranosa moderadamente intensa,
sugiriendo que, en la especie canina, esta enzima

puede estar expresada constitutivamente en este
tejido [346]. Los datos de este ultimo estudio
son consistentes con los resultados que obtienen
en 2006 Brunelle M. y col., quienes detectan
una débil sefial de COX-2 mediante analisis de
western blot en una linea celular derivada de
glandula mamaria canina normal [365].

Por lo que se refiere a la expresion de la enzima
COX-2 en los diferentes tipos histologicos de
tumores mamarios, se han desarrollado varios
trabajos en los que se comprueba que los
carcinomas mamarios expresan altos niveles de
COX-2, incluyendo carcinomas tubulopapilares,
anaplasicos, inflamatorios, carcinomas de
cé¢lulas escamosas y carcinosarcomas [98,
100, 121, 122]. En el trabajo de Heller D.A.
y col. (2005) se indica que los tumores mas
pobremente diferenciados expresan COX-2 con
una intensidad mas fuerte y con mayor frecuencia
que aquellos tumores mas diferenciados, como
los adenocarcinomas [122], donde hay un mejor
pronostico; estos resultados son similares a
los observados en el carcinoma de mama en la
mujer [123]. En el estudio ya mencionado de
Heller D.A. y col. [122], se obtienen los mismos
porcentajes de positividad en la inmunotincion
en los carcinomas mamarios malignos (56%)
que en el trabajo llevado a cabo por Doré M. y
col. (2003) [96]. Los autores comprueban que
el 46% de los adenocarcinomas y el 100% de

los carcinomas anaplasicos expresan la enzima
COX-2[122].

Para lesiones metastasicas, el estudio de
Dias Pereira P. y col. (2009) mencionado
anteriormente, muestra que el 58,3% de estas
lesiones exhibe una fuerte expresion de la COX-
2, lo que sugiere que dicha enzima promueve
la angiogénesis y la invasividad de las células
neoplasicas [346].

4. CICLOOXIGENASA-2 COMO
FACTOR PRONOSTICO

Desde que se conocieron los efectos de la
enzima COX-2, principalmente sus efectos
angiogénicos, muchos autores han intentado
valorar su utilidad como factor prondstico en
diferentes tipos de neoplasias.



El estudio de 2003 de Denkert C. vy
col. es el primero en investigar el posible
impacto prondstico de las dos isoformas de la
ciclooxigenasa en mujeres con carcinoma de
mama primario [355]. Estos autores descubren
que solo la COX-2 esta asociada con el prondstico
de las pacientes. Asi mismo, establecen una
correlacion significativa entre su expresion y
un tamafio tumoral mayor de 20 milimetros, el
grado histologico, la afectacion de los ganglios
linfaticos regionales y la presencia de invasion
vascular [355].

También en un trabajo realizado en el
2003, Shim J.Y. y col. valoran la expresion de
COX-2 en 64 muestras de neoplasias mamarias
en mujer y relacionan dicha expresion con
diversos factores clinicopatolégicos como el
tamafo y el estadio de la enfermedad (mayor
tamafo y estadio mas avanzado), ambos
significativamente correlacionados con la
expresion de la enzima. Los autores también
comprueban que la expresion de COX-2 es mas
frecuente en aquellas pacientes que desarrollan
metastasis en ganglios linfaticos, sin expresion
de receptores de estrogenos y progesterona, y con
mayor grado histologico y pleomorfismo nuclear
[366]. También observan que existe positividad
para la enzima en las células peritumorales, tanto
en las estromales, como en las endoteliales e
inflamatorias mononucleares, pudiendo ejercer
un efecto paracrino sobre las células tumorales
[366]. Dichos autores plantean que las células
epiteliales cercanas a las estromales podrian ser
asiento para una posterior neoplasia.

Sin embargo, no todos los estudios muestran
positividad para COX-2 en las células
peritumorales, con lo que seria dificil explicar
que su expresion en las células tumorales se
relacione con un aumento en la proliferacion de
las células endoteliales [123, 338].

En cuanto a los resultados del trabajo llevado
a cabo por Kulkarni S. y col. en 2008, estos
muestran que una fuerte expresion citoplasmatica
es un factor de prediccion independiente de
tener un mayor riesgo de recurrencia en casos
de carcinoma ductal mamario y que ademas el
riesgo de recurrencia asociado a la expresion de

Revision Bibliogrdfica 49

COX-2 es independiente del tamafio tumoral,
el estado de los margenes, la positividad de los
receptores de estrogenos, el uso de radioterapia
y de tamoxifeno [367]

Mas recientemente, Glynn S.A. y col. (2010)
en el estudio en el que se utiliza la expresion
de COX-2 para predecir el periodo libre de
enfermedad en pacientes negativos al receptor
de estrégenos y que expresen el oncogen
HER-2, aprecian que la alta expresion de la
COX-2 esta significativamente asociada con
una supervivencia mas baja en pacientes con
cancer de mama ER negativos, pero no hallan
relacion entre la expresion de la enzima y la
supervivencia en los pacientes ER positivos. Los
autores también afirman que COX-2 se asocia
a un descenso significativo de la supervivencia
en pacientes con tumores mamarios que
sobreexpresaban el oncogen HER-2 [368]. En
este mismo estudio se demuestra, mediante
un analisis multivariante, que la expresion de
la enzima COX-2 es un factor de prediccion
independiente de mal prondstico en tumores
mamarios en la mujer ER negativos y con
sobreexpresion del oncogen HER-2 [368].

En cuanto a los tumores mamarios en la
especie canina, no hay demasiada informacién
disponible sobre el significado pronostico de la
expresion de la enzima COX-2. En el primer
trabajo en el que se intenta establecer esta posible
relacion se aprecia que el 100% de los tumores
mamarios malignos expresan esta enzima (79%
con una elevada expresion), mediante técnicas
inmunohistoquimicas utilizando un anticuerpo
anti-COX-2 de caprino, estando su expresion
significativamente correlacionada con un
mal pronostico. Los autores de este estudio
no proporcionan detalles sobre la duracion
del periodo de supervivencia de las pacientes
analizadas. [97]. En el trabajo inmunoenzimatico
llevado a cabo por Queiroga F.L. y col. (2005),
donde los niveles de COX-2 son determinados
mediante un ensayo, se halla una asociacioén
entre altos niveles de COX-2 y un mal pronéstico
para la paciente, correlacionando los niveles
de la enzima con determinadas caracteristicas
clinicas de malignidad como son el mayor
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tamafio tumoral, la ulceracion de la piel, la
adherencia a piel y planos profundos y las
metastasis a ganglios linfaticos regionales y/o
a zonas distantes [121]. En dos estudios mas
recientes también se han encontrado una relacion
significativa entre una expresion elevada de la
enzimay el desarrollo de metastasis distantes, un
peor pronoéstico y un periodo de supervivencia
mas reducido [27, 99].

5. INHIBICION DE
CICLOOXIGENASA-2 COMO
HERRAMIENTA PARA EL
TRATAMIENTO DEL CANCER

A pesar de los ultimos progresos realizados
en la investigacion del cancer y de las diferentes
estrategias para eliminar células cancerigenas,
existen diferentes tumores que son resistentes
a los tratamientos convencionales terapéuticos,
es decir, radioterapia, quimioterapia y terapia
fotodinamica [311].

Muchos agentes anticancerigenos, incluyendo
el 5-fluorouracilo, la ciclofosfamida y los
anticuerpos monoclonales como el trastuzumab,
han demostrado tener gran eficacia en la
extension del periodo de supervivencia de
pacientes con cancer de mama; sin embargo,
los mecanismos por los cuales estos agentes
inhiben la progresién del céncer no se
comprenden todavia completamente [369]. A
pesar de que se han desarrollado muchos agentes
anticancerigenos prometedores y que muestran
un gran potencial en los ensayos preclinicos, los
agentes quimioterapéuticos clasicos, como la
doxorrubicina, se siguen utilizando ampliamente
en las pacientes [369].

Los inhibidores de COX-2 juegan un papel
muy importante en la prevencion del céancer.
De hecho, la toma cronica de AINEs es capaz
de reducir consistentemente la aparicion e
incidencia de muchos tipos de cancer, como
el cancer de mama [339]. Muchos estudios
muestran evidencias genéticas, farmacoldgicas
y epidemioldgicas que sostienen que los
inhibidores de COX-2 son responsables de una
inhibicion de la proliferacion celular e induccion
de la apoptosis en muchos modelos diferentes de

células cancerigenas, lo cual hace que se tenga en
cuenta un posible uso de estos inhibidores en la
prevencion y en futuros protocolos terapéuticos,
administrados solos o0 en combinacion con otros
protocolos anticancerigenos para provocar la
muerte celular [311, 370]. En modelos animales,
mas concretamente en una investigacion
desarrollada en ratas, el tratamiento con
inhibidores selectivos de la COX-2 reduce el
crecimiento y la formacion de metastasis en
tumores desarrollados experimentalmente,
destacando el papel emergente de estos
inhibidores especificos en la prevencion y
tratamiento de los tumores malignos [355, 371]

La enzima COX-2 puede ser diana de varios
compuestos que pueden inhibir sus funciones.
La primera generacion de antiinflamatorios no
esteroideos puede afectar a ambas isoformas
de la COX, aunque preferentemente incumbe
a la COX-2 [311]. Los mecanismos de accién
no estan completamente dilucidados, lo que
se complica con el hecho de que diferentes
agentes parecen actuar sobre distintas vias. Asi,
diferentes AINEs se unen al lugar activo de la
COX-2, lo que ocurre normalmente mediante una
inhibiciéon competitiva reversible (ibuprofeno,
naproxeno, etc.), mientras que la aspirina, en
contraste, es capaz de acetilar el sitio activo de
la COX en una residuo serina, llevando a una
inhibicion irreversible [311]. Posteriormente,
se ha desarrollado una nueva generacion de
inhibidores selectivos de la COX-2, llamados
“coxib”, con una gastrotoxicidad mucho menor
y que actuan como inhibidores competitivos en
el lugar activo de COX-2, presentando mayor
especificidad [372]. Los problemas derivados
del uso de estas sustancias se relacionan con la
necesidad de una administracion a largo plazo,
ya que se ha descrito una correlacion entre
su consumo y un incremento en el riesgo de
infarto de miocardio [372]. Por este motivo, se
han desarrollado investigaciones enfocadas a
estudiar el uso de los AINEs tradicionales en
contraposicion al empleo de los inhibidores
selectivos de la COX-2, alguna de estas
investigaciones sugieren que los “coxib”
pueden incrementar realmente los riesgos
cardiovasculares, pero s6lo en pacientes que



presentan otros factores de riesgo cardiovascular,
como una presioén sanguinea elevada y un
metabolismo lipidico alterado [373, 374]. Estos
resultados sugieren que su uso deberia limitarse
a pacientes con un bajo riesgo de complicacioén
cardiovascular a las que deberia aplicarse
previamente analisis de multiples biomarcadores
[375, 376].

Los inhibidores de la ciclooxigenasa-2 en
combinacion con la quimioterapia

El mayor problema del uso de la quimioterapia
para tratar muchos tipos de canceres (incluido
el cancer de mama) es la supervivencia y/o el
desarrollo de una resistencia intrinseca o adquirida
a las drogas, lo cual conduce a la recurrencia de
la enfermedad y a las metastasis. Esta resistencia
esta mediada por numerosos mecanismos,
incluyendo la sobreexpresion de las proteinas
implicadas en la inhibicion de la apoptosis (es
decir, Bcl-2), 1o que conduce a la insensibilidad
de las células tumorales al estimulo apoptético,
a una regulacion al alza de la reparacion
del ADN, a la alteracion de las dianas, a la
regulacion al alza de la detoxificacion enzimatica
(glutation-transferasas) y a la extrusion de drogas
quimioterapéuticas por la sobreexpresion de
proteinas cassette de union a ATP, como la MRP
(proteina asociada a la resistencia multidrogas)
y la BCRP (proteina de resistencia del cancer
de mama), ya que estas proteinas regulan la
absorcion, la distribucion y la excrecion de varios
componentes farmacologicos; consecuentemente,
los agentes quimioterapéuticos son expulsados
inmediatamente de las células [377].

Enlos afios 90, se llevan a cabo investigaciones
que sugieren que la capacidad de las células
tumorales para adquirir un fenotipo agresivo
puede ser el resultado de la acumulacion de
alteraciones genéticas, consecuencia de una
supervivencia prolongada [378, 379].

Recientemente, los inhibidores de COX-2 han
mostrado una habilidad para sensibilizar a las
células tumorales a los agentes quimioterapéuticos
en varios modelos animales y en diversos ensayos
clinicos [380-384]. Todos los datos sugieren que
COX-2 estd implicada en las rutas apoptoticas y
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de resistencia multidrogas y que los inhibidores
selectivos de COX-2 podrian ser utilizados para
mejorar la eficacia de la quimioterapia [311].

Varios laboratorios han investigado el
mecanismo por el que las células de cancer
mamario llegan a ser resistentes a la doxorrubicina,
asi como el perfil molecular de las células que
son resistentes a este agente quimioterapéutico
[385, 386]. El gen Bcl-xl es el responsable
de la adquisicion de resistencia a los agentes
quimioterapéuticos, como la doxorrubicina,
dando como resultado un descenso de la
apoptosis y un incremento de la supervivencia
de las células del cancer de mama [387].

En cuanto al papel de COX-2 como regulador
de la resistencia a la quimioterapia en el cancer
mamario, se demuestra que la expresion de la
enzima es indicativa de un fenotipo agresivo
que es resistente a la doxorrubicina [342].
El estudio de COX-2 y su asociacién con la
respuesta a la quimioterapia neoadyuvante
en el cancer de mama es necesario ya que la
identificacion de biomarcadores permite hallar
al grupo de pacientes que puede beneficiarse de
un tratamiento que conserve intacta la glandula
mamaria, estando sometidos a una menor
toxicidad [356]. Los inhibidores selectivos
para COX-2 se han desarrollado como agentes
antiinflamatorios y también se ha visto que tienen
propiedades anticancerigenas en pacientes con
cancer de mama en riesgo de recurrencia de la
enfermedad [388]. Ademas, la inhibicion de
COX-2 tiene un destacado efecto disminuyendo
la resistencia a las drogas y el potencial
metastasico de las células cancerigenas [388].
Eliminando COX-2 con pequefios fragmentos
de ARN de interferencia o utilizando inhibidores
de COX-2 se suprime el crecimiento celular
y la capacidad de invasion, mejorando la
quimiosensibilidad del cancer de mama [382,
389, 390].

Recientemente, dos ensayos clinicos
aleatorios examinaron la eficacia de un inhibidor
de COX-2, el celecoxib, en combinacion con
un inhibidor de la aromatasa, el exemestane,
en mujeres menopausicas con cancer de mama
metastasico sensible a factores hormonales [391,
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392]. Ambos estudios fueron llevados a cabo
fundamentalmente en pacientes positivas al
receptor de estrogenos, encontrando un beneficio
clinico significativo con el uso combinado de
ambos farmacos [391, 392]. Los resultados
alcanzados en el trabajo de Glynn S.A. y col.,
en 2010 [368], son consistentes con los de los
anteriores estudios y sugieren que la eficacia de
los inhibidores de COX-2 podria ser bastante
limitada en el cdncer de mama positivo a
receptores de estrogenos, por lo que el beneficio
de estos inhibidores como terapia seria mayor en
pacientes negativos a receptores de estrogenos y
positivos a HER-2 [391, 392].

Por otra parte, Millanta F. y col. (2006)
respaldan la hipotesis de que el efecto
antineoplasico de los inhibidores de HER-2 se
refuerza al combinarlos con inhibidores de la

enzima COX-2 [97].

Otra estrategia discutida en la literatura es
el uso de antagonistas de los receptores EP. De
hecho se ha demostrado que estos farmacos
antagonistas pueden disminuir la proliferacion e
invasion celular [317,393]; lo cual podria suponer
una modalidad terapéutica mas especifica para
limitar los efectos secundarios de los inhibidores
clasicos de COX-2 [311].

Obviamente, la estrategia de apuntar hacia
varias vias de sefializacion de las prostaglandinas
simultdneamente puede ser critica para mejorar
la eficacia no sdlo de la terapia con un agente
unico sino también la terapia de modalidad
combinada en la prevencion y tratamiento del
cancer de mama y otros canceres humanos [312].

El manejo clinico de la enfermedad neoplésica
mamaria en la especie canina es complicado ya
que, excluyendo el tratamiento quirargico, hay
muy pocas opciones terapéuticas efectivas. Los
animales con metastasis en ganglios linfaticos
regionales o con metastasis distantes representan
un importante desafio para los clinicos porque no
se ha descrito ninglin protocolo quimioterapico
efectivo como terapia adyuvante [394].
Consecuentemente, la busqueda de nuevas
modalidades terapéuticas permanece como un
problema de importancia actual y de interés para

los investigadores y los clinicos [84, 93, 395]; sin
embargo, hay muy poca informacion publicada
con respecto al empleo de los antiinflamatorios
no esteroideos para el tratamiento del céncer
mamario en la perra.

En un estudio de Souza C.H. y col. (2009)
se describe una mejoria clinica en perros
con carcinoma inflamatorio tratados con
doxorrubicina al administrarla conjuntamente
con piroxicam [100]. En 2006, Millanta F. y
col. sugieren que COX-2 es una diana potencial
para estrategias terapéuticas y preventivas en el
tratamiento de los tumores mamarios caninos
[97].

En el trabajo llevado a cabo por Wang L.S.
y col. en 2006, utilizan un modelo mamario
canino para investigar si el microambiente de
esta glandula modulado por 4cido linoleico
conjugado (CLA) (un producto natural producido
por fermentacion en el rumen y que se encuentra
en productos alimenticios procedentes de
rumiantes) es capaz de alterar la sefhalizacion
de la prostaglandina E2. Tras realizar dicho
estudio los investigadores concluyen que el
CLA interrumpe la sefializacion autocrina y
paracrina, por lo que recomiendan el consumo
de leche de rumiante y de productos derivados
de carne de res que contengan CLA como
agentes quimiopreventivos y quimioterapéuticos
potenciales [396].

Uso de inhibidores de la ciclooxigenasa-2
en combinacion con la radioterapia

La radioterapia es un tratamiento comun
utilizado para tumores solidos, como los de mama,
prostata, pulmoén y los de localizacion colorectal.
Se sabe que las propiedades anticancerigenas de
la radiacion ionizante se deben a mecanismos
pleitrépicos que conducen a que el ADN de doble
hélice se rompa en las células en proliferacion,
lo que desencadena la activacion de las rutas de
dafio al ADN (como el gen p53), seguida de la
induccion de la apoptosis [397].

La importancia de los miembros de la familia
de Bcl-2 durante la apoptosis sugiere que las
proteinas pro-supervivencia (es decir, Bcl-2



y Bcl-xL) juegan un importante papel en la
radioproteccion de las células tumorales [397]. La
ruta del NFkB (factor nuclear potenciador de las
cadenas ligeras kappa de las c¢lulas B activadas)
regula el nivel de la COX-2, sugiriendo que ésta
juega un papel en la resitencia a la radioterapia
[398]. Se sabe que durante la radioterapia,
NF«xB puede ser regulado al alza debido a la
liberacion de especies reactivas de oxigeno y a
la inflamacion (PGE2) [399].
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Sin embargo, la combinacion de los inhibidores
de COX-2 con la radioterapia puede llevar
también a una reduccion de la eficacia de esta
ultima [311]. Se ha demostrado que el inhibidor
selectivo de COX-2, nimesulide, disminuye la
eficacia de la radiacion en dos lineas celulares
de cancer de cabeza y cuello, lo que sugiere que
la sensibilizacion de las células tumorales a la
radiacion debe ser fuertemente dependiente del
tipo de célula tumoral [400].
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II1. Materiales y Método

1. ANALISIS DE LA PATOLOGIA
ONCOLOGICA DE LA GLANDULA
MAMARIA DE LA ESPECIE CANINA
EN EL PERIODO COMPRENDIDO
ENTRE 2008-2012.

SUJETOS DE ESTUDIO

Para la realizacion de esta parte del estudio se
han recogido datos de las fichas clinicas de 858
pacientes hembras de la especie canina mayores
de 5 afos, que han sido atendidas en el Servicio
de Cirugia del Hospital Clinico Veterinario de la
Universidad de Extremadura, durante el periodo
de tiempo comprendido entre enero de 2008 y
diciembre de 2012.

Como fuente de nuestros datos se ha utilizado
la base de datos de la consulta del Servicio de
Cirugia del Hospital Clinico Veterinario, asi
como su archivo de historias clinicas.

METODO

Justificacion del método.

Existen numerosos estudios en la bibliografia
que avalan la importancia que tienen en las
hembras de la especie canina los tumores
mamarios, siendo éstos el mayor problema de
salud para ellas [400] y mostrando asi mismo una
significativa tendencia hacia la malignidad en los
ultimos afios. Por tanto, los tumores mamarios
en esta especie han sido objetivo principal de
intensas investigaciones por parte de oncologos
y patdlogos veterinarios.

Con el fin de valorar la epidemiologia,
caracteristicas de la enfermedad, influencia de los
factores de riesgo en la evolucion de las pacientes
y, en general, la situacidén e importancia clinica

de la patologia tumoral mamaria en la hembra
adulta de la especie canina en nuestra region,
hemos llevado a cabo este estudio.

Descripcion de la muestra

Para llevar a cabo el estudio y obtener
informacion precisa acerca del perfil de las
pacientes, segun la patologia con la que
acudieron a la consulta de nuestro hospital, se
obtienen los datos epidemioldgicos y clinicos de
sus historiales clinicos. Para ello, se han formado
cuatro grupos de pacientes:

- Grupo I: incluyen a todas las pacientes
del estudio (nI=858). En este grupo se congregan
los Grupos II y III descritos posteriormente.

- Grupo II: incluyen a las pacientes que
acudieron a la consulta con una patologia no
tumoral (nl1=482).

- Grupo III: en este grupo se incluyen a
aquellas pacientes del grupo I que presentaban
cualquier tipo de tumor (nllI=376).

- Grupo IV: apartir del grupo de pacientes
con patologia tumoral (Grupo III) se forma este
grupo diferente en el que se incluyen aquellas
pacientes con tumores mamarios (nIV=227).

Descripcion de las variables de estudio:

Analizando el conjunto de los datos medidos a
cada paciente se han seleccionado las siguientes
variables para nuestro estudio:

1. Raza: cada una de las pacientes ha sido
clasificada segun los caracteres que hayan
perpetuado a través de la herencia. Basandonos
en la actual Nomenclatura de Razas de la
Fédération Cynologique Internationale del afio
2013, se han categorizado a dichas pacientes en
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los siguientes grupos [401]:

- Grupo 1: Perro de Pastor y Perros
Boyeros (excepto Perros Boyeros Suizos).

- Grupo 2: Perros Tipo Pinscher y
Schnauzer - Molosoides - Perros Tipo de
Montafia y Boyeros Suizos.

- Grupo 3: Terriers.
- Grupo 4: Teckels.

- Grupo 5: Perros Tipo Spitz y Tipo
Primitivo.

- Grupo 6: Perros Tipo Sabueso, Perros
de Rastro y Razas Semejantes.

- Grupo 7: Perros de Muestra.

- Grupo 8: Perros Cobradores de Caza -
Perros Levantadores de Caza - Perros de Agua.

- Grupo 9: Perros de Compaiia.
- Grupo 10: Lebreles.

- Grupo 11: Perros mestizos. Este grupo
incluye a todas aquellas pacientes que no
muestran caracteres propios de ninguna de las
categorias anteriores por ser cruce de dos o0 mas
razas.

2. Mestizaje: se obtiene a partir de la
variable “Raza”, considerando si suraza es pura
o no. De esta manera la variable dicotdmica
“Mestizaje” toma los valores “Puros”, en el que
se incluye a todas las pacientes pertenecientes
a los Grupos del 1 al 10 de la variable “Raza”;
y “Mestizos”, que incluye a aquellas pacientes
mestizas o cruzadas (Grupo 11 de la variable
“Raza”).

3. Edad: esta variable contiene las edades
de todas las pacientes medidas en anos.
Solamente se han incluido en el estudio las
pacientes con edades iguales o superiores a
los 5 afios (edad a partir de la cual comienza
la aparicion de tumores de tipo mamario en las
pacientes de nuestro estudio).

4. Peso: en esta variable se recoge el peso
real en kilogramos de cada paciente.

5. Tamafo: la variable “Peso” ha sido
categorizada en funcion de los estdndares

raciales [10]. De esta forma se ha creado la
variable “Tamafo”, dividiendo a las pacientes
en dos grupos:

- Grandes: > o igual a 25 Kg.
- Pequetios: <25 Kg.

6. Tipo de patologia: para esta variable se
ha realizado la siguiente division de patologias,
teniendo en cuenta sélo a aquellas que se tratan
en la consulta del Servicio de Cirugia del
Hospital Clinico Veterinario de la UEx:

- Traumatologia.

- Oftalmologia.

- Dermatologia.

- Gastroenterologia.

- Estomatologia.

- Otorrinolaringologia.
- Patologia reproductiva.
- Neurologia.

- Urologia.

- Cardiorrespiratorio.

- Oncologia.

Debido a las categorias de esta variable, “Tipo
de patologia”, s6lo ha sido analizada en el Grupo
I (Grupo general), ya que los Grupos II, IIT y
IV solo incluyen a pacientes con una patologia
exclusivamente oncologica.

7. Tipo de tumor: esta variable sélo se
ha contemplado en el grupo de pacientes con
patologia tumoral (Grupo III), ya que en el Grupo
II ninguna de las pacientes presenta tumores y las
pacientes del Grupo IV so6lo manifiestan tumores
de tipo mamario. Por la misma razon, tampoco
se ha tenido en cuenta esta variable en el Grupo
I, al estar comprendido por la union de todos los
grupos (I, I y IV), dos de los cuales ya hemos
excluido. Se realiza una division en 2 grupos:

- Tumores de mama.
- Otros tipos de tumores.

8. Malignidad: para esta variable se tiene
en cuenta unicamente si el tumor es maligno
o benigno, en aquellos casos en los que haya



sido posible realizar un estudio citologico o
histopatologico. Esta variable sdlo se ha podido
valorar en los grupos con patologia tumoral
(Grupos III y IV), porque en el Grupo II las
pacientes no padecen ningun tipo de tumor y en
el Grupo I, como ya se ha aclarado anteriormente,
se encuentran incluidas todas las pacientes.

2. ANALISIS DE LOS

PARAMETROS PRONOSTICO:
CLINICOS, MORFOLOGICOS E
INMUNOHISTOQUIMICOS EN
CARCINOMAS MAMARIOS
CANINOS DURANTE EL PERIODO
COMPRENDIDO ENTRE 2008 Y 2012.

SUJETOS DE ESTUDIO

Esta parte del trabajo conforma el grueso de
todo el estudio, en la cual se efectia un analisis
prospectivo de 78 pacientes a los que se les
realiza el seguimiento desde que acuden a la
consulta del Servicio de Cirugia del HCV de la
Universidad de Extremadura para su diagndstico
hasta su evolucion final, en el momento de
finalizacién del estudio (Junio 2015).

METODO

Justificacion del método

A las clinicas veterinarias llegan diariamente
pacientes que presentan tumores mamarios, en
ellas es importante conocer diferentes factores
que permitan establecer un pronostico inicial y
un adecuado tratamiento [8]. La prediccion del
comportamiento postquiriirgico es necesaria,
pudiéndose emplear diversos parametros
clinicos y patologicos para establecer cual es
la probabilidad de aparicion de recidivas y/o
metastasis [8].

En cuanto a factores clinicos que nos
proporcionan informacion sobre el prondstico,
se ha estudiado la influencia de los diferentes
tipos de razas sobre esta patologia, asi como
el tamano del individuo [10]. También se
ha establecido una asociacion entre la edad
avanzada de la paciente con un periodo libre de
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enfermedad y supervivencias mas cortas [11, 12].
Sin duda, los factores prondsticos clinicos que
nos permiten establecer un prondstico adverso
con mayor seguridad son un estadio avanzado
mediante la clasificacion TNM [13, 14], un tipo
de crecimiento invasivo y rapido, asi como la
aparicion de ulceracion en la piel [8, 14].

Entre los parametros morfoldgicos de
utilidad pronodstica recomendados destacan
la clasificacion histologica [15], el grado de
diferenciacion nuclear [16], el indice mitotico
[16] y la presencia de infiltrado inflamatorio
en el tumor, que se considera una evidencia
de actividad inmune contra el crecimiento
neoplasico [21, 22]. Aunque en nuestro
estudio se han valorado todos estos pardmetros
independientemente, se considera solo el grado
de malignidad tumoral como variable, aunando
el grado de diferenciacion nuclear junto con el
porcentaje de formacion tubular y el indice de
mitosis.

Otros tipos de marcadores tumorales
empleados en medicina veterinaria son los
inmunohistoquimicos. Al igual que en el cancer
de mama de la mujer, una alta expresion de
receptores de estrogenos se asocia a un mejor
prondstico, y la pérdida de estos receptores y de
los receptores de progesterona a una progresion
desfavorable de la enfermedad [23]. Ademas, el
estado de estos receptores puede ser beneficioso
para identificar aquellas pacientes que pueden
responder a la terapia antiestrogénica [25]. En
cuanto a la enzima ciclooxigenasa-2, se ha
establecido una asociacion entre unos niveles
elevados y un mal prondstico, correlaciondndose
con caracteristicas clinicas de malignidad [26,
27]. La evaluacion del estado de c-erbB-2 en
los tumores de mama es muy importante, ya que
diversos autores han establecido sobreexpresion
de esta proteina en los procesos mamarios
malignos, asi como una correlacion positiva entre
¢éste y otros marcadores morfoldgicos, como
el indice mitotico y el grado de diferenciacion
nuclear [28].

Con el conjunto de datos obtenidos se pretende
establecer la gravedad de la enfermedad, el
prondstico de cada paciente y la evaluacion de
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los diferentes marcadores clinicos, morfologicos
e inmunohistoquimicos.

Criterios de inclusion de pacientes en el
estudio.

Las pacientes que se han incluido en
este estudio han sido escogidas al azar entre
todas aquellas que llegaron a la consulta para
el diagnostico de tumores mamarios en el
periodo de tiempo comprendido entre enero
de 2008 y diciembre de 2012. Posteriormente,
tras la realizacioén de la biopsia y obtencidon
del diagnostico histopatolégico del tumor,
se seleccionaron a aquellas pacientes con
tumores mamarios de caracter maligno y con
un diagnoéstico de carcinoma a las que se les ha
podido realizar seguimiento.

Por otra parte, también se han excluido
del trabajo a aquellas pacientes que, previo
diagndstico de neoplasia maligna mamaria,
sus propietarios optaran por establecer un
tratamiento de quimioterapia adyuvante, para no
interferir en el estudio de la evolucion respecto
al resto de pacientes.

Descripcion de la muestra.

Al igual que en la primera parte del estudio,
para obtener informacidén mas precisa del perfil
de las pacientes, se han extraido datos clinicos
y epidemioldgicos de las fichas clinicas de cada
una de ellas.

Tras realizar una primera exploracion
de la paciente en la consulta (Figuras 2-4),
estableciendo un diagnoéstico de patologia
mamaria, el veterinario clinico procede a
la elaboracion de un historial clinico mas
concreto mediante una ficha especifica de dicha
enfermedad (Anexo 1).

Posteriormente, se llevan a cabo todos los
analisis y pruebas complementarias (Figura 5)
previas a la eleccion y realizacion del tratamiento
quirargico correspondiente.

Durante la intervencion (Figuras 6 y 7) se
han extirpado los ganglios linfaticos regionales
inguinales, salvo en los casos en que ha sido
posible por el tipo de técnica quirtrgica realizada
a cada paciente.

Figura 2: Paciente con tumor mamario de rapido crecimiento.
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Figura 3: Aspecto de una recidiva de un tumor mamario
tras mastectomia simple de la glandula mamaria
afectada.

Tras la extirpacion quirdrgica, las biopsias son
remitidas al Servicio de diagnodstico de Anatomia
Patologica del Hospital Clinico Veterinario de la
UEX junto con la solicitud de estudio, en la que
el cirujano refleja la historia clinica del paciente,
el tratamiento aplicado, asi como aquellos datos
que este consideran de interés para el diagnostico
de la muestra.

En el laboratorio las muestras son valoradas
macroscOpicamente, recogiéndose todos aquellos
datos de utilidad diagnoéstica. Se procede a
la identificacion de margenes quirurgicos de
aquellas zonas seleccionadas por el cirujano o
de interés diagnostico para el patdlogo, mediante
el colorante Tissue Marking Dye (Blue) (Bio-
Optica). Posteriormente, y segun el tamafio
de la biopsia, se procede a la seccidon de esta
(Steril Surgical Blades. Braun) realizando en
las neoplasias de medio a gran tamafio cortes

Figura 5: Radiografia lateral del torax en una paciente
con neoplasia mamaria en la que se aprecian metdstasis
pulmonares.

Figura 4: Imagen de un tumor mamario con presencia
de ulceracion en la piel.

paralelos a intervalos regulares, selecciondndose
aquellas areas representativas de la lesion, las
cuales son introducidas en un tarro con tapa
precintable (Deltalab) que contiene un volumen
adecuado de una solucion de formaldehido al 3,5-
4,0% pH 7 (Scharlau). Tras su correcta fijacion,
las muestras son talladas dentro de una campana
de extraccion de gases (EUROAIRE TDI modelo
FAGV80). Las neoplasias de pequefio tamafo
son valoradas integramente, tallando estas segiin
el denominado método radial.

Las piezas tisulares obtenidas se introducen
en un casete de inclusion tisular (Scharlau)
siendo procesadas en el procesador de tejidos
Leica TP 1020. La primera etapa de este proceso
corresponde a la Deshidratacion o eliminacion
del agua del tejido a través de una cadena
ascendente (70%, 96% y 100%) de etanol
(Panreac). La segunda etapa es el Aclaramiento
y en ella, gracias al empleo de xileno (Scharlau),
se fomenta la penetraciéon en el tejido del
medio de inclusion. El procesado finaliza con
la etapa de Inclusion, que corresponde a la fase
de infiltracion de la muestra con el medio de
inclusion favoreciendo su dureza y facilitando
la obtencion de los posteriores cortes. El medio
de inclusion empleado es parafina plastica de
52-54° C (Scharlau).

Tras finalizar el procesado se realizan los
correspondientes bloques utilizando moldes
metalicos precalentados (Estacion DDMO0065
Medim) y parafina plastica de 56-58° C
(Scharlau) fundida y suministrada a través
del dispensador de parafina P Selecta. Los
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Figura 6: Mastectomia en bloque (reseccion de 3, 4°y 5“mamas) en una hembra que presenta afectacion

enla 4y 5° glandulas mamarias simultaneamente.

Figura 7: Apariencia de la incision quirurgica en una paciente tras una mastectomia radical en cadena
mamaria izquierda.

bloques solidifican mediante una estacion
de refrigeracion (DDM0064 Medim). De
los bloques obtenidos se realizan cortes de 5
pm. de grosor (Microtomo Leica RM 2255/
Cuchillas Desechables Leica DB80 HS) que se
extienden en un bafio termostatico (P Selecta),
siendo recogidos posteriormente mediante
portaobjetos de banda mate (Thermo scientific.
Menzel-Gléser) y secados al aire para evitar su
desprendimiento. Antes de su tincion los cortes
se desparafinan en estufa a 60° C (Eurotherm).
Las secciones son coloreadas con las técnicas
histoquimicas de rutina necesarias para su
diagnostico, siendo protegidas mediante la
colocacion de un cubreobjetos de 24x60 mm.
(Menzel-Glaser) previa deshidratacion de los
cortes en una cadena ascendente de etanol, y
posterior aclarado en xilol, gracias al empleo del
medio de montaje DPX (Scharlau)®.

La valoraciéon microscopica y posterior
captura de imagenes representativas de las
alteraciones se ha efectuado mediante el
fotomicroscopio Nikon Eclipse 80i con cdmara
fotografica Nikon DS-Fi2, la unidad de control
Nikon DS-U3 Capture Interface y el programa
de captura de imagenes Nis-Elements.

En aquellas pacientes (n=2) cuyos propietarios,
tras la pérdida de calidad de vida de su animal
como consecuencia de la diseminacion de la lesion
cancerosa, toman la decision de eutanasiarla en
dependencias del Hospital Clinico Veterinario
de la UEx y autorizan el estudio postmorten del
cadaver, se lleva a cabo la necropsia siguiendo
el método de evisceracion de Roskitansky. Con
dicho método se extraen las visceras de las
diversas cavidades corporales, permitiendo la
valoracion de los cambios macroscopicos y la



posterior toma de muestra para el correspondiente
estudio histopatologico. Las muestras, fijadas
en formaldehido tamponado, son manipuladas
en el laboratorio tal y como se ha indicado
anteriormente para las biopsias, hasta la
obtencion de las correspondientes preparaciones
histopatoldgicas. Dichas preparaciones son
nuevamente valoradas con el fotomicroscopio
Nikon Eclipse Ci.

El estudio inmunohistoquimico se realiza
sobre secciones de 5 um. de grosor obtenidas
de los bloques elaborados para el estudio
histopatologico. Las secciones son recogidas
mediante portaobjetos especificos para
inmunohistoquimica (FLEX THC Microscope
Slides. Dako) y mantenidas en estufa (P Selecta)
a 37° C durante toda la noche. La técnica
inmunohistoquimica se desarrolla utilizando
el sistema de visualizacion de alta sensibilidad
EnVisionTM FLEX Mini Kit, High pH (Dako
Autostainer/Autostainer Plus. Dako). Para el
pretratamiento de las muestras (desparafinacion,
rehidratacion y recuperacion antigénica) se
utiliza el médulo PT Link (Dako) (Figura 2junto
con la dilucion del correspondiente retrieval,
segun el anticuerpo utilizado (EnVisionTM
FLEX Target Retrieval Solution, High pH/Low
pH (50x). Dako), llevando las secciones hasta
95°C.

Tras enfriar las secciones estas se introducen

Figura 8: Modulo PT Link (Dako)
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en dos tanques que contienen una solucion al
5% de EnVisionTM FLEX Wash Buffer (20x)
(Dako) (durante 5 y 20 minutos respectivamente).
Posteriormente la reaccion prosigue en una
camara humidificada procediéndose al bloqueo
durante 5 minutos de la peroxidasa endogena
(EnVisionTM FLEX Peroxidase-Blocking
Reagent) (Dako) y al lavado de los cortes con
la soluciéon EnVisionTM FLEX Wash Buffer
(20x) (Dako).

El procedimiento contintia con la incubaciéon
de las secciones durante 30 minutos con el
anticuerpo primario:

- Anti-Receptor de la Progesterona humano,
anticuerpo monoclonal de raton 10 Path®. Clon
PR10A9. Prediluido (Beckman Coulter).

- Anti-Receptor de Estrogeno o humano,
anticuerpo monoclonal de raton. Clon 1DS5.
Dilucién 1:35 (Dako).

- Anti-COX-2 humano, anticuerpo monoclonal
de ratén. Clon CX-294. Dilucion 1:100 (Dako).

- Anti-c-erbB-2 humano, anticuerpo policlonal
de conejo. Dilucion 1:250 (Dako).

Para las diluciones se utiliza el diluyente
EnVisionTM FLEX Antibody Diluent (Dako).

Tras lavarlas preparaciones con la solucion
EnVisionTM Flex Wash Buffer (20x) (Dako),
la reaccidon prosigue incubando las secciones
con la enzima EnVisionTM FLEX/HRP durante
veinte minutos y realizando después tres
lavados con la solucion EnVisionTM FLEX
Wash Buffer (20x) (Dako). Los cortes se
cubren con el sistema de visualizacion DAB
durante diez minutos (EnVisionTM FLEX
Substrate Buffer. Dako (1 ml.)/ EnVisionTM
FLEX DAB+CHROMOGEN. Dako (1 gota)) y
nuevamente se procede al lavado de los cortes
con la solucién EnVisionTM FLEX Wash Buffer
(20x). El procedimiento finaliza contrastando las
secciones con hematoxilina (EnVisionTM FLEX
Hematoxylin) durante 5 minutos, lavando las
preparaciones con agua corriente y colocando
un cubreobjetos de 24x60 mm. (Menzel-Gléser)
previa deshidratacion de las secciones en una
cadena ascendente de etanol y aclarado en xilol,
mediante el medio de montaje DPX (Scharlau)®.
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El control negativo se desarrolla sobre
secciones de las neoplasias valoradas, siguiendo
el procedimiento ya indicado, sustituyendo el
correspondiente anticuerpo primario por un
control negativo de raton (FLEX Negative
Control Mouse) (Dako) y un control negativo
de conejo (FLEX Negative Control Rabbit)
(Dako). Para el control positivo, nuevamente
se realiza la reaccion inmunohistoquimica ya
descrita utilizando los anticuerpos primarios
seleccionados (Figuras 9-12). Dicha reaccion
se elabora sobre cortes tisulares de tejidos
no alterados de la especie canina cuya
inmunoreaccion es ya conocida.

Se observa inmunoreaccion en endometrio
para los anticuerpos frente al receptor de la
progesterona y al receptor de estrogeno a. Para
el anticuerpo frente a la oncoproteina c-erbB-2 se
valora la presencia de reaccion sobre el propio
tejido glandular mamario normal y en cuanto
al anticuerpo anti-COX-2, el 6rgano control
utilizado es glandula adrenal.

Indicar finalmente que durante un periodo de
2 a7 afios (desde Junio de 2008 a Junio de 2015),
se ha efectuado un seguimiento de cada paciente
individualmente. Este seguimiento comprende
un periodo de tiempo que va desde los 6 meses
posteriores a la cirugia hasta el momento en que

Figura 9: Reaccion positiva para receptor de
progesterona en endometrio de perra.

Figura 10: Reaccion positiva para receptor a de
estrogeno en endometrio de perra.

Figura 11: Débil reaccion positiva para la oncoproteina
c-erbB-2 en células glandulares normales de mama de
perra.

Figura 12: Reaccion positiva para el anticuerpo COX-2
en células de corteza adrenal de perra.



la paciente fallece o se acaba el estudio (Junio
de 2015). Dicho seguimiento se ha efectuado de
dos maneras, una de ellas se basa en la revision
periddica de la paciente que ha acudido a nuestro
consulta y la otra, a través del seguimiento
telefonico de la evolucion de la misma (cada 6
meses aproximadamente). En ambos casos, se
han llevado a cabo pruebas de exploracion fisica
y de diagndstico por la imagen, ya sea en nuestro
centro o en la clinica veterinaria a la que acude
el propietario asiduamente (principalmente en
los casos de pacientes procedentes de lugares
alejados del Hospital Clinico Veterinario UEX).

Descripcion de las variables de estudio.

Para esta parte de nuestro trabajo se han
seleccionado de las fichas clinicas de las
pacientes las siguientes variables incluidas en
el apartado 1:

1. Raza

2. Mestizaje
3. Edad

4. Peso

5. Tamafo

Asi como las siguientes variables no recogidas
anteriormente y que son consideradas relevantes
para el estudio:

6. Castracion previa: se anota si la paciente
esta castrada o no previamente al diagndstico.

7. Edad de castracion: en los casos en que
se encuentre castrada se recoge el dato sobre la
edad de la paciente en el momento en el que se
produjo la intervencion.

8. Numero de gestaciones: esta variable
refleja si la paciente es nulipara o si por el
contrario ha estado gestante y, en caso afirmativo,
en cuantas ocasiones. Estableciéndose las
siguientes categorias [43]:

- Nulipara.
- Pocas gestaciones (1 — 4 gestaciones).
- Multiples gestaciones (>4 gestaciones).

9. Numero de pseudogestaciones: como en
la anterior variable, se refleja si la paciente ha
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sufrido o no pseudogestaciones y cuantas han
padecido. Al igual que en la variable anterior
(variable 9) se ha categorizado en:

- Ninguna pseudogestacion.

- Pocas pseudogestaciones (1 — 4
peudogestaciones).

- Multiples pseudogestaciones (>4
pseudogestaciones).

10. Tratamientos hormonales: en este caso,
al no disponer en la mayoria de las pacientes
de datos precisos acerca del nimero exacto de
veces en que se les ha administrado este tipo de
tratamientos, se ha optado por categorizar esta
variable en:

- Noadministracién de ninglin tratamiento
hormonal.

- Administracion de varios tratamientos
hormonales (1 - 4 tratamientos).

- Administracion de numerosos
tratamientos hormonales (> 4 tratamientos).

11. Antecedentes tumorales: en esta variable
se refleja si la paciente ha sido intervenida con
anterioridad de tumores mamarios ya sea en
nuestro hospital o en otra clinica veterinaria. En
caso afirmativo se tiene en cuenta la malignidad
del proceso. De esta manera, si se dispone
de dicha informacion, tenemos la siguiente
clasificacion:

- No tiene antecedentes de tumores
mamarios.

- Si tiene antecedentes.

12. Localizacion de glandulas mamarias
afectadas: se examina la presentacion de tumores
en cada una de las mamas.

13. Cadena mamaria afectada: en esta
variable se valora si la paciente presenta afectada
la cadena mamaria derecha, la cadena izquierda
o ambas cadenas.

14. Tipo de afectacion: se tiene en cuenta
st solo existe un nodulo tumoral en cada mama
afectada o, si por el contrario, en una sola
glandula mamaria hay mas de un nodulo.

15. Estudio radiologico de la cavidad
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toracica: en esta variable solo se valora si en
las radiografias realizadas en el momento de
la evaluacion del paciente aparece una imagen
compatible con metastasis en el pulmoén o en
los ganglios mediastinicos. En las pacientes se
llevaron a cabo tres proyecciones radiograficas:
lateral derecha, lateral izquierda y ventrodorsal
o dorsoventral.

16. Estudio radioldogico de la cavidad
abdominal: al igual que en la variable anterior, se
valora si se observa una imagen compatible con
metastasis en algin 6rgano abdominal o ganglios
iliacos profundos. En las pacientes de nuestro
estudio no siempre se realiza este diagndstico,
siendo su peticion a criterio del clinico.

17. Estudio ecografico de la cavidad
abdominal: esta variable refleja si el estudio de
diagnostico por imagen se completa con una
ecografia abdominal, reflejandose la aparicion
o no de imagenes compatibles con metastasis
en esta cavidad. El estudio ecografico se realiza
en aquellas pacientes en las que se sospecha la
presencia de una posible metastasis en abdomen
mediante radiografia.

18. Tratamiento quirurgico aplicado: la
variable “Tratamiento” ha sido categorizada
en funcion del tipo de cirugia que se lleva a
cabo en cada paciente. Existe solo un caso en
que la paciente muere antes de la intervencion
quirtrgica, procediéndose a la realizacion de la
necropsia reglada con la toma de muestras para
el analisis histopatologico. Se establecen las
siguientes categorias:

- Nodulectomia.

- Mastectomia simple (s6lo se extirpan las
mamas afectadas).

- Mastectomia en bloque.

- Mastectomia radical de toda la cadena
mamaria afectada.

- Mastectomia en bloque y simple
contralateral.

-  Mastectomia radical y simple
contralateral.

- Mastectomia simples en ambas cadenas.

- Mastectomia en bloque en ambas
cadenas.

- Necropsia con toma de muestras
postmortem.

La ultima categoria (Necropsia con toma de
muestras postmortem) se tiene en cuenta como
tal para fines estadisticos, a pesar de no ser un
tipo de técnica quirargica.

19. Ovariohisterectomia simultdnea a
tratamiento oncoldgico: se considera si en el
momento de la intervencidon quirdrgica se ha
efectuado también una ovariohisterectomia. Este
tipo de protocolo so6lo se practica en aquellas
pacientes cuyos propietarios, previamente
informados, aceptan.

20. Implantacion o fijacion de la neoplasia:
aqui se distingue si el nodulo tumoral se
encuentra adherido a tejidos subyacentes o no.
Resaltamos cuatro categorias:

- Masa movil (no adherida).
- Masa adherida a piel.
- Masa infiltrada en paredes musculares.

- Masa adherida a piel y paredes
musculares.

21. Ulceracion: se tiene en cuenta si la piel
se encuentra ulcerada o intacta en el lugar de
localizacion del nddulo tumoral.

22. Necrosis: se destaca la presencia de
necrosis macroscopica, categorizandose este
parametro de la siguiente manera:

- Ausencia de necrosis.
- Pequeiias areas de necrosis.
- Amplias areas de necrosis.

23. Velocidad de crecimiento: esta variable
es subjetiva, ya que depende de la valoracion
del propietario acerca de la velocidad de
crecimiento del tumor; en funcién del tiempo que
ha transcurrido desde la supuesta aparicion de la
masa y del tamaifo que tuviera en el momento de
la deteccion hasta el momento del diagndstico
en la consulta. Se han reflejado tres categorias:

- Crecimiento lento.



- Crecimiento medio o progresivo.
- Crecimiento rapido.
- Crecimiento muy rapido.

24. Caracteristicas macroscopicas del
tumor: esta variable se clasifica a criterio del
anatomopatologo segun las propiedades de la
masa tumoral en:

- Masa definida y consistente.

- Masa definida y no consistente.

- Masa no definida y consistente.

- Masa no definida y no consistente.

25. Diagnostico del tumor: en esta variable se
ha considerado, en caso de coexistir varios tumores
con diferente diagndstico histopatoldgico,
aquellas neoplasias que presentan un estadio
mas alto o las que muestran un mayor grado
histologico de malignidad. Al existir un elevado
numero de diagndsticos histoldgicos de los
diferentes tumores mamarios se ha optado por
categorizar esta variable en 13 categorias
basandonos en la clasificacion histologica
propuesta en 2010 por Goldsmith, M. y col. [19]
con el fin de obtener un niimero significativo:

I- Carcinoma simple: en este tipo de
carcinoma se encuadran los carcinomas simple
tubular, tabulo-papilar, quistico-papilar y
cribiforme.

2- Carcinoma micropapilar invasivo.
3- Carcinoma so6lido.

4- Comedocarcinoma.

5- Carcinoma anaplasico.

6- Carcinoma complejo.

7- Carcinoma mixto.

8- Carcinoma ductal.

9- Carcinoma papilar intraductal.

10- Tipos especiales de Neoplasias Epiteliales
Malignas: se incluye en este apartado al
carcinoma mucinoso, al carcinoma inflamatorio,
al carcinoma adenoescamoso, al carcinoma de
cé¢lulas escamosas y al carcinoma de células
fusiformes.
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11- Carcinosarcoma

26. Tamafio tumoral: en esta variable se anota
el tamafio que presenta el tumor extirpado y se
ha categorizado seglin los estandares utilizados
en la clasificacion TNM propuesta por la WHO
[402]:

1- TI1: <3 cm de diametro maximo.
2- T2:3 -5 cm de diametro maximo.
3- T3:>5 cm de diametro maximo.

27. Estado de los ganglios linfaticos
regionales: en esta variable se tiene en cuenta la
valoracion histologica de los ganglios linfaticos
regionales extirpados durante el tratamiento
quirurgico. En todos los casos de nuestro estudio
dichos ganglios corresponden a los ganglios
linfaticos inguinales de la cadena mamaria
correspondiente. Se han obtenido dos categorias
a considerar:

0- NO: No aparicion de metastasis.
I- NI1: Aparicion de metastasis.

28. Metastasis distantes: este parametro se
ha elaborado a partir de los datos obtenidos
mediante las pruebas de diagnodstico por imagen
(radiografia de torax, radiografia de abdomen
y ecografia abdominal), estableciéndose dos
categorias:

0- MO: No aparicion de metastasis distantes.
1- MI: Aparicidon de metastasis distantes.

29.Estadio tumoral: conforme al sistema de
estadiaje modificado de la WHO [402], y en
base a las tres variables anteriormente valoradas
(variables 26, 27 y 28), se han considerado cinco
categorias: [, IL, 11, IVy V.

1-  Estadio I (T1 NO MO)

2- Estadio II (T2 NO MO0)

3- Estadio III (T3 NO MO)

4- Estadio IV (cualquier T N1 MO)

5- Estadio V (cualquier T cualquier N M1)

29. Formacion tubular: para la categorizacion
de esta variable se ha tenido en cuenta la
clasificacion utilizada por Pefia, L. [403],
obteniéndose tres categorias:
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1- Formacion tubular mayor al 75% de la
muestra.

2- Moderada formacion tubular (entre el
10-75% de la muestra) mezclada con areas de
crecimiento sélido.

3- Minima formacion tubular (<10% de la
muestra) o ausencia de ésta.

30. Pleomorfismo nuclear: al igual que en la
variable anterior se ha utilizado la clasificacion
descrita por Pena, L. [403], describiendo
nuevamente tres categorias:

1- Nucleos pequefios de aspecto uniforme o
regulares, con presencia de nucléolos ocasionales.

2- Moderado grado de variacidon de los
nucleos en lo referente a su forma y tamafo,
nucleos hipercromaticos y presencia generalizada
de nucléolos, algunos de los cuales pueden ser
prominentes.

3- Marcada variacion del tamafio de los
nucleos, nicleos hipercromaticos, con uno o mas
nucléolos prominentes.

31. Mitosis: al igual que con las variables
anteriores (variables 29 y 30), también se
establecen tres categorias segun la clasificacion
seguida por Pefia, L. [403]:

1- 0 —9 mitosis/10 HPF.
2- 10— 19 mitosis/10 HPF.
3- <20 mitosis/10 HPF.

32. Suma de los puntos obtenidos en las
variables morfoldgicas anteriores: esta variable
es el resultado del sumatorio de las puntuaciones
de las tres variables anteriores (variables 29, 30
y 31).

33. Grado de malignidad: se ha utilizado
nuevamente el sistema de graduacion propuesto
por Pefia, L. [403], en el que se obtiene el grado
de malignidad tumoral a partir de la puntuacién
obtenida en la variable anterior (variable 32),
resultando en:

- 3 - 5 puntos: Grado de malignidad I o
bajo.

- 6 — 7 puntos: Grado de malignidad II o
intermedio.

- 8 -9 puntos: grado de malignidad III o

alto.

34. Invasion peritumoral: solo se tiene en
cuenta si existe invasion de células neoplésicas
en zonas peritumorales o no.

35. Invasion linfatica: se considera si se ha
observado durante el andlisis histopatologico
invasion linfatica por células neoplasicas.

36. Reaccion inflamatoria: para describir la
presencia de reaccion inflamatoria se establecen
4 categorias:

- Ausencia de reaccion inflamatoria en los
cortes valorados.

- Escasa reaccion inflamatoria.
- Moderada reaccion inflamatoria.
- Intensa reaccion inflamatoria.

37. Vinculacion de la reaccion inflamatoria:
esta variable se ha categorizado de la siguiente
manera:

- Inflamacion no vinculada a areas de
necrosis ni a zonas peritumorales.

- Inflamacién vinculada a necrosis y zonas
peritumorales.

- Inflamacidén vinculada solamente a areas
de necrosis.

- Inflamacion vinculada solamente a zonas
peritumorales.

38. Presentacion del receptor de estrogeno
a (PS): esta variable recoge el porcentaje de
células tefiidas y se ha categorizado seglin la
guia recomendada por la Sociedad Americana
de Oncologia Clinica y el Colegio de Patologos
Americano (ASCO/CAP) para la valoracion de
los receptores de estrégenos y progesterona, con
algunas variaciones especificas para la especie
canina, descrita por Pefia, L. y col. [8].

- 0: Ausencia de tincion.

- 1:<1% (< 1/100).

- 2:1%-10% (1/100 — 1/10)
- 3:10%-33% (1/10 - 1/3)
- 4:33%-66% (1/3 —2/3)

- 5:>66% (> 2/3)

39. Intensidad de la tincion del receptor



de estrogeno o (IS): al igual que en la variable
anterior (variable 39) se han formado varias
categorias:

- 0: ausente

- 1:débil

- 2:moderada
- 3:fuerte

40. Puntuacion final para el receptor o de
estrogeno (TS): se corresponde a la suma de las
variables anteriores (variables 39 y 40):

- TS (puntuacion final) = PS + IS

41. Positividad del tumor al receptor a de
estrogeno: segun la puntuacion final alcanzada
en la variable 41. Comprobamos si un tumor
es negativo o positivo para los receptores de
estrogenos cuando los puntos obtenidos son:

- 0: tumor negativo.
- 2 —8: tumor positivo.

42. Presentaciéon de receptores de
progesterona.

43. Intensidad de la tincion de receptores de
progesterona.

44. Puntuacion final de receptores de
progesterona.

45. Positividad del tumor a receptores de
progesterona.

Las variables 43, 44, 45 y 46 se han descrito
del mismo modo que las variables 39, 40,41y 42,
respectivamente, siguiendo la guia recomendada
por la (ASCO/CAP) para la valoracion de los
receptores de estrogenos y progesterona, con las
variaciones especificas para la especie canina,
descrita por Pefa, L. y col [8].

46. Positividad areceptores hormonales: para
valorar si el tumor presenta uno o ambos tipos
de receptores hormonales (de estrogenos y/o de
progesterona) o, por el contrario, estan ausentes,
se establecieron las siguientes categorias:

- Negativo a ambos.
- Positivo a ambos.

- Positivo Gnicamente a receptores de
estrogenos.

Materiales y Método 67

- Positivo Gnicamente a receptores de
progesterona.

47. Puntuacion final para la oncoproteina
c-erbB-2: de acuerdo con la guia propuesta
por la (ASCO/CAP) para la interpretacion
inmunohistoquimica de la sobreexpresion de
c-erbB-2, se ha categorizado la variable en:

- 0—1: Ausencia de tincion (0) o tincion de
la membrana débil e incompleta en cualquier
porcentaje de células (1+)

- 2: Tincién de la membrana completa y
fuerte en un porcentaje menor o igual al 30% de
las células o tincion de la membrana heterogénea
completa débil o moderada en al menos 10% de
las células.

- 3: Tincion de la membrana homogénea
completay fuerte en mas del 30% de las células.

48. Positividad para la oncoproteina
c-erbB-2: basandonos en la variable anterior y
considerando la guia recomendada por la ASCO/
CAP para la valoracion de HER-2 en humana
[9], tenemos que solo aquellos tumores 3+ son
positivos a la sobreexpresion de cerbB-2.

49. Presentacion final para el anticuerpo
COX-2: para cuantificar el porcentaje de células
positivas se ha puntuado de la siguiente forma:

- 0: 0% de células tenidas

- 1:<10% de células tefiidas

- 2:10-50% de células tefiidas
- 3:51 —80% de células tefiidas
- 4:>80% de células tefiidas

50. Intensidad de la tincion para el anticuerpo
COX-2: la intensidad de la inmunoreaccion se
ha categorizado en:

- 0: negativa
- 1:débil

- 2:moderada
- 3: fuerte

51. Puntuacion final para el anticuerpo COX-
2: en esta variable se puntiia multiplicando el
porcentaje de células positivas y la intensidad de
la tincidn, obteniéndose un resultado que varia
entre 0y 12.
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52. Inmunorreactividad para el anticuerpo
COX-2: esta variable se crea para poder separar
los tumores con una expresion de COX-2 débil
o fuerte y definir un punto de corte, establecido
en 6 puntos, por lo que se puede categorizar de
la siguiente manera:

- 0 — 6: Inmunorreactividad baja.
- > 6: Inmunorreactividad alta.

53. Desarrollo de tumores mamarios: con
el fin de ver la evolucion de las pacientes se
ha tenido en cuenta si durante el seguimiento
se produce la aparicion de nuevos tumores
mamarios en cualquiera de las restantes mamas
no extirpadas de una o ambas cadenas mamarias.

54. Presencia o aparicion de metastasis
distantes: en este punto se valora si durante el
periodo de seguimiento se detecta la aparicion
de metastasis distantes. Ademas, se ha tenido
en cuenta, sin realizar distinciones, aquellas
pacientes que ya presentaban metastasis en el
momento del tratamiento.

55. Tiempo libre de enfermedad (n° meses):
esta variable considera el nimero total de meses
que la paciente no presenta enfermedad. Es decir,
desde que se realiza el tratamiento quirurgico
hasta que reaparece el proceso.

En los casos de aquellas pacientes en las
que se ha realizado el tratamiento quirdrgico a
partir de Junio de 2011 el seguimiento no se ha
podido completar hasta los 48 meses, asi como
el de todas las pacientes entre esa fecha y finales
de 2012.

56. Tiempo de supervivencia total (n°
meses): esta variable es indicativa del nimero
de meses de supervivencia, hasta la finalizacién
del seguimiento de las pacientes.

57. Evolucidn final de las pacientes: para su
valoracion se forman dos categorias:

1- La paciente sigue con vida al final del
seguimiento realizado durante el estudio.

2-  Muerte de la paciente.

58. Motivo del fallecimiento de las pacientes:
con el fin de definir la evolucion de cada una de
las pacientes al final del estudio, se establecen

las siguientes categorias:

I- Muerte de la paciente por causas
intrinsecas de la enfermedad.

2-  Muerte de la paciente por causas ajenas
a la patologia tumoral mamaria.

3- Eutanasia de la paciente por causas
intrinsecas de la enfermedad.

4- FEutanasia de la paciente por causas
ajenas a la enfermedad.

Analisis estadistico:

Para llevar a cabo el estudio estadistico de esta
primera parte se utiliz6 el programa informatico
Statistical Package for Social Sciences, version
22.0 (SPSS, Chicago, Estados Unidos).

En este analisis de la patologia oncologica
general y de las neoplasias mamarias malignas en
hembras de la especie canina entre 2008 y 2012
en el Hospital Clinico Veterinario de la UEx se
han empleado:

- Técnicas de estudio y depuracion de
datos: recalculo de variables, analisis de datos
atipicos, etc.

- Andlisis descriptivo de variables.

- Contrastes de normalidad para una
muestra: Shapiro Wilk y Kolmogorov-Smirnov.

- Contrastes no paramétricos para muestras
independientes: Wilcoxon-Mann-Whitney
(dos muestras) y Kruskal-Wallis (mas de dos
muestras).

- Prueba Chi-Cuadrado de Pearson (para
comparar dos variables discretas).

- Contraste de correlacion de Spearman
(para comparar dos variables continuas).

- Andlisis de supervivencia con datos
censurados: Estimador de Kaplan-Meier.
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IV. Resultados

1. ANALISIS DE LA PATOLOGIA
ONCOLOGICA DE LA GLANDULA
MAMARIA EN HEMBRAS DE LA
ESPECIE CANINA EN EL PERIODO
COMPRENDIDO ENTRE 2008-2012.

ANALISIS DESCRIPTIVO DE LAS
VARIABLES

En el estudio se incluyen 858 pacientes,
hembras de la especie canina con 5 0 mas afios de
edad, que han acudido a la consulta del Servicio
de Cirugia del Hospital Clinico Universitario de
la UEx con diversas patologias.

A- GRUPO I:

En este grupo se incluyen a todas las pacientes
del estudio (nI=858).

7,69%
L05%| %%
2 219 08%]

- Raza:

En la Figura 13 se observa que el Grupo 8
(Perros Cobradores de Caza - Perros Levantadores
de Caza - Perros de Agua) es el mas numeroso
con un 14,6%, seguido del Grupo 9 (Perros
de Compaiiia) con un 12,6%; mientras que el
que obtiene una menor representacion, con un
1,049%, es el Grupo 6 (Perros tipo Sabueso —
Perros de Rastreo y Razas semejantes).

- Mestizaje:

En la variable “Mestizaje” observamos que
el 33,24% de las pacientes son mestizas, frente
al 66,76%, mas del doble de representacion, que
pertenecen a uno de los 10 grupos de razas puras,
como se aprecia en la Figura 14.

RAZA

B Mestizo
[E Pastoreo
] Pincher
B Terrier
[ Teckel

[ Muestra
O caza

Il Compariia
O Lebrel

Figura 13: Distribucion de los pacientes en funcion de la “Raza”.
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MESTIZAJE
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Figura 14: Distribucion de las pacientes en funcion de
la variable “Mestizaje”.
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Figura 15: Diagrama de cajas de la variable “Edad”.

- Edad:

En la Figura 15 se observa como para la
variable “Edad” se presenta un valor atipico
correspondiente a la paciente 566, aunque no
es influyente, por lo que no desestimamos la
informacion respecto a dicha paciente.

En el histograma de la variable “Edad”,
representado en la Figura 16, se observa que no
parece que se pueda asumir la normalidad de la
variable.

Al realizar las pruebas de normalidad
de Kolmogorov-Smirnov y Shapiro-Wilk
obtenemos efectivamente unos valores de p
iguales a 0,000, por lo que no se puede asumir

Frecuencia

la normalidad de la variable “Edad”. De esta
manera, tomamos como valor promedio el
valor de la mediana, 9 afios, con un rango
intercuartilico (IQR) de 4 afios.

- Tamano:

En cuanto al tamafo de las pacientes, se
han clasificado en dos grupos: “Pequefios”
y “Grandes”, siendo el 59,31% de tamafio
“Pequetio”, frente a un 40,69% que son de
tamafio “Grande” (Figura 17).

- Tipo de patologia:

EnlaFigura 18 se observala granrepresentacion

EDAD

10,0 125
Edad

Figura 16: Histograma de la variable “Edad”.

TAMANO
[ Grande
[ requefio

Figura 17: Distribucion de las pacientes por Tamario”.
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Figura 18: Distribucion de las pacientes por el “Tipo de Patologia”.

que adquiere el bloque correspondiente a la
patologia oncoldgica (43,82%) frente al resto,
siendo ésta casi tres veces superior al bloque de
patologia traumatoldgica (15,62%), el segundo
que muestra un mayor porcentaje contabilizado.

Cabe destacar que la patologia oncologica la
padecen un porcentaje de pacientes ligeramente

PATOLOGIA ONCOLOGICA

Figura 19: Distribucion en funcion de la presencia o no
de patologia tumoral.

mas bajo que el correspondiente a la suma de los
porcentajes de pacientes que se presentan con
cualquier otra enfermedad, como se observa en
el siguiente grafico (Figura 19):

Podemos constatar que el conjunto de
pacientes con patologia no tumoral suma el
56,18% del total de procesos atendidos en
el Servicio de Cirugia del Hospital Clinico
Veterinario de la UEx, frente al grupo de
pacientes con tumores que representa un 43,82%
del conjunto de la poblacion de estudio.

B- GRUPO I1:

En este grupo se incluyen a las pacientes que
acudieron a la consulta con una patologia no
tumoral (nl1=482).

- Raza:

El grupo racial con una mayor representacion
de individuos es el de Perros de Compaiiia (Grupo
9), con un 16,39% del total de las pacientes de
este segundo grupo de estudio, como se observa
en la Figura 20.
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Figura 20: Distribucion de los pacientes en funcion de la “Raza”.

- Mestizaje:

Como se observa en la Figura 21, en el grupo
de pacientes sin patologia tumoral (Grupo II), el
29,67% de las pacientes son mestizas frente al
70,33% que pertenecen a razas puras.

- Edad:

En la Figura 22 se aprecia que la distribucion
no parece ser normal para esta variable.

Para contrastar esta hipdtesis nuevamente
se llevan a cabo las pruebas de normalidad

MESTIZAJE

Figura 21: Distribucion de las pacientes en funcion de
la variable “Mestizaje”.

Frecuencia

de Kolmogorov-Smirnov y Shapiro-Wilk,
obteniendo unos valores de p iguales a 0,000.
Por tanto, no podemos asumir la normalidad de la
variable “Edad”, tomando como valor promedio
(la mediana) 8 afios con un IQR de 4 afos.

- Tamano:

Con respecto al tamafio, hemos comprobado
que el 72,41% son pacientes de tamano
“Pequenio”, siendo este porcentaje casi tres veces
superior al de las pacientes de tamafio “Grande”
(27,59%) (Figura 23).

EDAD

80—

40—
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Figura 22: Histograma de la variable “Edad”
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Figura 23: Distribucion de las pacientes por “Tamario”.
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C- GRUPO I1I:

En este grupo se incluyen a aquellas pacientes
del grupo I que presentaban cualquier tipo de
tumor (nlII=376).

- Raza:

El grupo racial con mayor representacion de
pacientes en este tercer grupo es el de Perros de
Compaiiia congregando al 16,39% del total de
los individuos incluidos en este grupo, como se
puede observar en la Figura 24.

- Mestizaje:

En la Figura 25 se observa que en el 29,67%
son mestizas, mientras que el 70,33% de las
pacientes restantes son de raza pura, lo que
supone el doble de representacion de este tltimo
grupo frente al de mestizas.

RAZA

3,26%
L

Bl Mestizo
[ Pastoreo
] Pincher
Bl Terrier
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B Spizt
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B Compariia
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Figura 24: Distribucion de los pacientes por “Razas”.
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- Edad:

Como en los grupos anteriores, en el
histograma que se representa en la Figura 26,
observamos nuevamente que parece no poder
asumirse la normalidad de la variable “Edad”.

Asi mismo, en este tercer grupo de pacientes
no podemos asumir la normalidad de esta
variable al haber obtenido unos valores de p
iguales a 0,000 en las pruebas de normalidad
de Kolmogorov-Smirnov y Shapiro-Wilk. Por
este motivo, nuevamente tomamos como valor
promedio el valor de la mediana 10 afos, con
un IQR de 4 afios.

- Tamano:

MESTIZAJE

Figura 25: Distribucion de las pacientes en funcion de
la variable “Mestizaje”.

EDAD

Frecuencia

125
Edad

Figura 26: Histograma de la variable “Edad

Las razas de tamafio “Pequefio” predominaron
sobre las de tamafio “Grande”, con un 59,31%
de representacion frente al 40,69% de las
pacientes pertenecientes al grupo de razas
“Grandes”(Figura 27).

- Tipo de tumor:

La Figura 28 muestra que el 60,37% del
total de procesos oncoldgicos que afectan a
las hembras de la especie canina son tumores
mamarios. Cabe destacar la gran diferencia
respecto al segundo tipo de tumor con mayor
representacion (17,02%), que incumbe a los
tumores de piel, casi cuatro veces inferior al
primero. En el lado opuesto se encuentran los
tumores de tipo endocrino, con un 0,53% de
pacientes afectadas.

En la Figura 29 se advierte la importante
representacion que tienen los tumores de tipo
mamario (60,37%) frente al resto de procesos
oncoldgicos (39,63%), destacando que incluso
la suma de todos los porcentajes de los restantes
tipos de tumores solo alcanza dos tercios del
porcentaje total de las hembras que padecen
tumores mamarios.

- Malignidad:

Esta variable se ha podido valorar en el
56,1% de los casos (ya que solo en estos
casos se llevo a cabo un estudio citologico o
histopatologico), observandose, como se refleja
en la Figura 30, que el 72,51% de los tumores

TAMARNO

@ Grandes
[ Pequerios

Figura 27: Distribucion de las pacientes segun su
“Tamario”.
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Figura 28: Distribucion de las pacientes en funcion del “Tipo de tumor” que presentan.

TUMOR MAMA vs. OTROS TIPOS TUMORALES

Porcentaje

Tipo de tumor

Figura 29: Tumores de mama frente a otros tipos de
procesos tumorales.

MALIGNIDAD TUMORAL

[ Maligno
[[ Benigno

Figura 30: Distribucion de pacientes segun si el tumor que
padecen es maligno o no.
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estudiados son malignos, frente al 27,49% que
son diagnosticados como procesos benignos.

D. GRUPO IV:

En este grupo se incluyen Unicamente a
aquellas pacientes con tumores mamarios
(nIV=227).

- Raza:

El grupo de razas que en mayor porcentaje
acude a la consulta por padecer tumores
mamarios, como se contempla en la Figura 31,
es el Grupo 8 (Perros Cobradores de Caza) con
un 14,29% de incidencia.

- Mestizaje:

De todas las perras que se incluyen en este
grupo, el 35,68% son mestizas frente al 64,32%
que son de raza pura, como se evidencia en la
Figura 32.

- Edad:

Como refleja el histograma representado en
la Figura 33, no parece que se pueda asumir la
normalidad de la variable “Edad”.

Al realizar las pruebas de normalidad
de Kolmogorov-Smirnov y Shapiro-Wilk
comprobamos que, efectivamente, no se puede
asumir la normalidad de la variable, puesto que
se obtienen unos valores de p iguales a 0,000. En
este cuarto grupo también debemos tomar como
valor promedio de diagndstico de la enfermedad
10 afios, con un IQR de 4 afios, siendo la edad
mas temprana de diagnostico los 5 afios.

- Tamano:

Al analizar esta variable observamos que el
33,92% de las hembras pertenecen al grupo de
razas “Grandes” y el 66,08% son animales de
tamafio “Pequefo”; valores que se encuentran
evidenciados en la Figura 34.
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Figura 31: Distribucion de los pacientes por “Razas”.
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Figura 32: Distribucion de las pacientes en funcion de
la variable “Mestizaje”.
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Figura 33: Histograma de la variable “Edad”
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Figura 34: Distribucion de las pacientes por su
“Tamario”.
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- Malignidad:

En lo referente a 1a malignidad de los tumores
mamarios, se ha podido realizar el diagnostico
morfopatologico en el 55,5% de los casos, de los
cuales el 88,1% han resultado ser malignos y el
11,9% benignos, aprecidndose la distribucion
en la Figura 35.

PERFILES GENERALES DE LAS
MUESTRAS

Realizado el analisis de las diferentes
variables, hemos obtenido los perfiles generales
para cada uno de los grupos que componen el
estudio:

A. GRUPO I:

Para el grupo general de pacientes se obtiene
como paciente promedio a una hembra mestiza,
con una edad promedio de 9 afos; con un tamafio
pequefio y que acude a la consulta padeciendo
una patologia no tumoral.

B. GRUPO II:

Dentro del grupo de pacientes que no
presentan patologia tumoral encontramos, como
paciente promedio, a una hembra de raza pura,
perteneciente al grupo de Perros de Compaiiia
(Grupo 9), con una edad promedio de 8 afios y
también de pequefio tamafo.

MALIGNIDAD TUMORAL

[ Maligno
@ Benigno

Figura 35: Distribucion de las pacientes en funcion de
la “Malignidad” de los tumores mamarios.
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C. GRUPO III:

La paciente promedio perteneciente a este
grupo es una hembra de raza pura, que se
incluye en el grupo de Perros de Compaiiia
(Grupo 9), con una edad promedio de 10 afios y
nuevamente de tamafio pequefio; el tipo de tumor
predominante es mamario y de caracter maligno.

D. GRUPO IV:

En este ultimo grupo de pacientes se obtiene
un perfil correspondiente a una hembra de raza
pura perteneciente al grupo de Perros Cobradores
de Caza y Perros de Agua (Grupo 8), con una
edad promedio de 10 afios e igualmente de
pequefio tamafio; el principal tumor mamario
desarrollado es de tipo maligno.

COMPARACION ENTRE GRUPOS

Una vez realizado el andlisis descriptivo
de las variables individualmente y obtenidos
los perfiles generales de las muestras de los
diferentes grupos, pasamos a estudiar la posible
relacion existente entre las diferentes variables
en los grupos de pacientes III (pacientes con
patologia tumoral) y IV (pacientes con tumores
de tipo mamario), respectivamente. De este
modo, valoramos las caracteristicas de este
grupo concreto de pacientes (Grupo IV) dentro
del conjunto de hembras de la misma franja
de edad que padecen cualquier otro tipo de
tumor. Podremos asi analizar la importancia que
presentan los tumores mamarios en el marco de
la clinica veterinaria.

- Maestizaje:

En la Figura 36 observamos que aparecen dos
datos atipicos, correspondientes a las pacientes
259 y 170, aunque no son influyentes, por lo
que no se desestima la informacion aportada
por ellas.

Si analizamos la influencia de la variable
“Mestizaje” en la variable “Edad” podemos
asumir, tras la realizacion del Test de Wilcoxon-
Mann-Whitney (valor de p = 0,092), que el
hecho de que la paciente sea mestiza o de raza

Edad

pura no afecta a la edad a la que se produce el
diagndstico de un proceso tumoral. Similares
resultados se obtienen en el grupo de aquellas
pacientes con tumores mamarios (Test de
Wilcoxon-Mann-Whitney; valor de p = 0,436).

Alrealizar el Test de Chi-cuadrado de Pearson
(valor de p= 0,000) podemos asumir que el tipo
de raza si afecta a la malignidad de cualquier
tipo de tumor. Calculando el Odds Ratio (OR)
concluimos que es aproximadamente 1,47 veces
mas probable que el tumor sea maligno si la
paciente es mestiza que si es de raza pura.

Después de realizar el Test de Chi-cuadrado
de Pearson (valor de p = 0,000) deducimos
que el mestizaje si afecta al tipo de tumor
que desarrollan las pacientes. A partir del OR
concluimos que es aproximadamente 1,32
veces mas probable padecer un tumor de tipo
mamario, respecto a los demas tipos de procesos
oncologicos, si las pacientes son mestizas que
si son de raza pura. Por otra parte, el mestizaje
afecta también a la malignidad de los tumores
mamarios (Test Chi-cuadrado de Pearson;
valor de p = 0,000), siendo aproximadamente
1,74 veces (OR) mas probable que la neoplasia
mamaria sea maligna en las pacientes mestizas
que en las pacientes de raza pura.

17,54
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Figura 36: Inferencia “Mestizaje”-“Edad” para las
pacientes pertenecientes al Grupo II1.
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Edad:

En la siguiente grafica (Figura 37) se
aprecian tres datos atipicos, no influyentes,
correspondientes a las pacientes 5, 84, 170, por
lo que tampoco se desestima la informacion
respecto a estas pacientes.

Aplicando nuevamente el Test de Wilcoxon-
Mann-Whitney (valor de p=0,703) no podemos
asumir que la edad a la que se realiza el
diagnéstico afecte al hecho de que una paciente
desarrolle un tumor de un tipo u otro.

En la Figura 38 se puede apreciar la presencia
de cuatro valores atipicos, correspondientes a
las pacientes 5, 84, 170 y 335. Puesto que estos
valores no son influyentes, no se desestima la
informacion que nos aportan.

Al analizar la influencia de la variable
“Edad” en la malignidad de cualquier proceso
oncologico mediante el Test de Wilcoxon-Mann-
Whitney, obtenemos un valor de p=0,012, por lo
que podemos asumir que la edad de diagndstico
si afecta a la variable “Malignidad”, de manera
que segun aumenta la edad de la paciente se
incrementa la probabilidad de malignidad
tumoral. Por el contrario, si consideramos solo el
grupo de las pacientes con tumores mamarios, se
comprueba que la edad no afecta a esta variable
(Test de Wilcoxon-Mann-Whitney; valor de p
=0,065).

17,54
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Figura 37: Inferencia “Edad”-“Tipo de tumor” (en
“Otros” se xcluyen los tumores mamarios).
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Tamano:

En lo referente al tamafio de la paciente,
comprobamos que esta variable no afecta a la
edad a la que se diagnostica un proceso tumoral,
ya sea mamario o no (Test de Wilcoxon-Mann-
Whitney; valor de p = 0,058).

Sin embargo, a partir del Test de Chi-cuadrado
(valor de p = 0,000), podemos asumir que el
tamafio del animal si afecta a la malignidad
de los tumores, siendo aproximadamente 0,85
veces (OR) més probable padecer un tumor
maligno si la paciente es de tamafio grande que
si es pequefia. Obtenemos un resultado similar
al analizar la influencia de la variable “Tamafio”
sobre los tumores de tipo mamario (Test de Chi-
cuadrado; valor de p = 0,000), apreciando en
esta comparacion que es 2,34 veces (OR) mas
probable que el tumor sea de cardcter maligno
cuando las pacientes son de tamafio “Grande”.

También se comprueba, tras llevar a cabo el
Test de Chi-cuadrado (valor de p = 0,000), que
la circunstancia de ser un individuo de tamafio
grande o pequefio afecta al hecho de que la
paciente desarrolle un tipo de neoplasia en
concreto, siendo 0,49 veces (OR) mas probable
padecer un tumor mamario si la perra es de
tamafio “Grande” que si es de tamafio “Pequefio”.
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Figura 38: Diagrama de cajas para la inferencia
“Edad”-"Malignidad”.
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2. ANALISIS DE LOS

PARAMETROS PRONOSTICO:
CLINICOS, MORFOLOGICOS

E INMUNOHISTOQUIMICOS

EN CARCINOMAS MAMARIOS
CANINOS DURANTE EL PERIODO
COMPRENDIDO ENTRE 2008 Y 2012.

ANALISIS DESCRIPTIVO DE LAS
VARIABLES

Se ha realizado el estudio descriptivo de las
diferentes variables analizadas en un grupo de
pacientes con carcinomas mamarios, que ha
incluido a 77 individuos.

- Raza:

La distribucion en funcidon de la raza se
muestra en la Figura 39, en la que podemos
observar que el Grupo 7 (Perros de muestra)
es el mas numeroso con un 15,6%, siendo el
Grupo 8 (Perros Cobradores de Caza — Perros
Levantadores de Caza — Perros de Agua) el
segundo mas frecuente con un 12,99%, mientras

que los grupos con una menor representacion
son los Terriers (Grupo 3) y los Teckels (Grupo
4) con un 3,9%.

- Mestizaje:

En la Figura 40 se observa que el 37,66% de
las pacientes de nuestro estudio son mestizas,
frente al 62,34% de pacientes de raza pura,
representando casi el doble que el grupo de
pacientes mestizas.

- Edad:

La distribucion en funcién de la edad se
representa en la Figura 41, observandose que no
se puede asumir la normalidad.

Al llevar a cabo las pruebas de normalidad
de Kolmogorov-Smirnov y Shapiro-Wilk se
obtienen unos valores de p iguales a 0,000 y
0,035, respectivamente, por lo que no se puede
asumir la normalidad de la variable “Edad”.
De esta forma, se toma como valor promedio
el valor de la mediana, 10 afos, con un rango
intercuartilico (IQR) de 4 afios.

RAZA

,19
12 500 i

7
7,79%
R e I

Bl Mestizo
[ Pastoreo
[ Pincher
B Terrier
[]Teckel

B Spizt

] Muestra
[]Caza

] Compariia

Figura 39: Distribucion de las pacientes por Grupos de Razas.



MESTIZAJE

Figura 40: Distribucion de pacientes en funcion de si
son mestizas o de raza pura.

EDAD
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- Tamano:

En la Figura 42 se observa que el 64,94% de
las pacientes son de tamafio “Pequefio”, mientras
que solo el 35,06% son de tamafio “Grande”.

- Castracion previa:

En esta variable se valora si se ha llevado
a cabo una ovariectomia previa al diagnostico
de la neoplasia, observandose que s6lo se ha
realizado ésta en un 11,69% de las pacientes,
frente al 88,31% que no estaban castradas en ese
momento (Figura 43).

- Edad de castracion previa:

Pese a que los valores de p obtenidos al
llevar a cabo las pruebas de normalidad de
Kolmogorov-Smirnov y Shapiro-Wilk son 0,200
y 0,979, respectivamente, no se puede rechazar

8
]

Porcentaje

10—

Figura 41: Histograma de la variable “Edad”.

Edad
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TAMANO
[ Pequefio
[ Grande
Figura 42: Distribucion de pacientes segun su
“Tamario”.
CASTRACION PREVIA
[No
Osi

Figura 43: Distribucion de pacientes en funcion de si
estan castradas o no.

EDAD DE CASTRACION
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Figura 44: Histograma de la variable “Edad de
castracion previa”

la normalidad de la variable “Edad previa a la
castracion” (Figura 44), ya que la frecuencia es
muy baja.

Esta variable s6lo se ha podido valorar, como
ya se ha sefialado previamente, en el 11,7% de
las pacientes, que son las que han sido castradas
previamente al diagnostico de la enfermedad,
siendo la edad promedio de estos animales de
8 afios, con un rango intercuartilico de 5 afios.

- Numero de gestaciones:

El andlisis del numero de gestaciones se
ha realizado en 66 pacientes de las que se ha
obtenido la siguiente informacion (Tabla 12). La
Figura 45 muestra que el 74,2% de las pacientes
no han estado nunca gestantes, frente al 18,2%
de las hembras que han tenido una o varias
gestaciones y al 7,6% de las pacientes que eran
multiparas.

- Numero de pseudogestaciones:

Se observa que de 63 de las pacientes de las
que se ha podido tener acceso a esta informacion,
el 28,6% de las pacientes del estudio han
presentado multiples pseudogestaciones (Tabla
13), mientras que el 71,4% nunca las has
padecido, representando este grupo de hembras
mas del doble de las simbolizadas en el primer
caso (Figura 46).

- Tratamientos hormonales:

La Figura 47 muestra que el 81,5% de las
pacientes nunca han recibido tratamientos

NUMERO DE GESTACIONES

[CINinguna
[ Varias
EMattiples

Figura 45: Distribucion de pacientes segun el “Numero
de gestaciones” que hayan tenido.



hormonales para la inhibicion del celo, frente
a tan solo el 9,2% de las hembras a las que si
se les ha administrado en alguna ocasion y al

9,2% que lo han recibido en multiples ocasiones
(Tabla 14).

- Antecedentes tumorales:

Para esta variable epidemioldgica detectamos
que el 77,8% de las pacientes no han desarrollado
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ningin tumor de mama con anterioridad al
momento del diagndstico, mientras que s6lo una
pequeiia representacion de pacientes, el 22,2%,
si han tenido una deteccion previa de dicha
enfermedad (Figura 48).

- Cadena mamaria afectada:

La Figura 49 muestra que el 54,55% de las
pacientes han presentado tumores en ambas

Tabla 12: Frecuencia y porcentajes de pacientes segiin la cantidad de gestaciones

que han desarrollado.

Frecuencia  Porcentaje Porcentaje Porcentaje

valido acumulado

Validos Ninguna 49 63,6 74,2 74,2

Varias 12 15,6 18,2 92,4

Multiples 5 6,5 7,6 100,0

Total 66 85,7 100,0

Perdidos Sistema 11 14,3
Total 77 100,0

Tabla 13: Frecuencia y porcentajes de pacientes segun el numero de

pseudogestaciones que han padecido.

Frecuencia  Porcentaje Porcentaje Porcentaje
valido acumulado
Validos Ninguna 45 58,4 71,4 71,4
Multiples 18 23,4 28,6 100,0
Total 63 81,8 100,0
Perdidos Sistema 14 18,2
Total 77 100,0
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NUMERO DE PSEUDOGESTACIONES
[CINinguna
EMultiples

Figura 46: Distribucion de pacientes en funcion de si
ha padecido multiples gestaciones o ninguna.

TRATAMIENTOS HORMONALES
[ENinguno
@ Ocasionalmente
EMaltiples

Figura 47: Distribucion de pacientes en funcion de la
cantidad de “Tratamientos hormonales” que se les haya
administrado.

cadenas mamarias, mientras que el 45,45%
tienen afectada una sola cadena, siendo en el
18,18% la cadena mamaria derecha y en el
27,27% la cadena izquierda.

- Presentacion del tumor en la glandula
afectada:

El 76,6% de las pacientes presenta un unico
nodulo tumoral en las mamas afectadas, frente al
23,4% que han desarrollado mas de un nodulo
en la misma glandula mamaria (Figura 50).

- Estudio radioldgico de la cavidad toracica:

LaFigura 51 refleja que tan solo en el 5,2% de
las pacientes se aprecian metéstasis en el estudio
radiologico de la cavidad toracica, ya sea en

Porcentaje

ANTECEDENTES TUMORALES

Figura 48: Distribucion de pacientes segun si han
padecido algun proceso tumoral mamario previo a la
deteccion de la enfermedad en nuestra consulta.

CADENA MAMARIA AFECTADA
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Figura 49: Distribucion de pacientes en funcion de que
cadena mamaria se encuentra afectada.

pulmoén o en ganglios linfaticos mediastinicos.
- Estudio radiologico de la cavidad abdominal:

Solo se han realizado radiografias de abdomen
en el 23,4% de las pacientes del estudio
(Tabla 15), tan solo en el 22,2% de ellas se ha
evidenciado desarrollo de alguna metastasis
en esta cavidad, mientras que el 77,8% no se
ha detectado indicios de diseminacion de la
enfermedad (Figura 52).

- Estudio ecografico de la cavidad abdominal:

En esta variable encontramos un nimero muy
elevado de valores perdidos, como se aprecia en
la siguiente tabla (Tabla 16), donde se muestra la
frecuencia y porcentajes de pacientes a las que
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Tabla 14: Frecuencia y porcentajes de pacientes segin el nimero de tratamientos

hormonales que se les ha administrado.

Frecuencia  Porcentaje Porcentaje Porcentaje

valido acumulado

Validos Ninguno 53 68,8 81,5 81,5

Ocasionalmente 6 7.8 9,2 90,8

Multiples 6 7,8 9,2 100,0

Total 65 84,4 100,0

Perdidos Sistema 12 15,6
Total 77 100,0

Tabla 15: Estudio de la presencia de metastasis mediante radiografia abdominal

Frecuencia Porcentaje Porcentaje Porcentaje
valido acumulado
Valido No metastasis 14 18,2 77,8 77,8
Metastasis 4 5,2 22,2 100,0
Total 18 23,4 100,0
Perdidos  Sistema 59 76,6
Total 77 100,0

Tabla 16: Estudio de la presencia de metastasis mediante ecografia abdominal

Frecuencia Porcentaje Porcentaje Porcentaje
valido acumulado
Valido No metastasis 5 6,5 83,3 83,3
Metastasis 1 1,3 16,7 100,0
Total 6 7,8 100,0
Perdidos  Sistema 71 92,2
Total 77 100,0
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PRESENTACION DEL TUMOR EN LA GLANDULA AFECTADA
[ Unica
@ Diversos

Figura 50: Distribucion de pacientes dependiendo
de si presenta uno o multiples nodulos en la glandula
mamaria afectada.

ESTUDIO RADIOLOGICO DE LA CAVIDAD TORACICA
[ No metéstasis
@ Metastasis

Figura 51: Distribucion de pacientes en funcion de si
presentan o no metdstasis en torax visualizadas en el
estudio radiologico.

se les realizan ecografia abdominal (validos),
segun presencia o ausencia de metastasis, frente
a las que no se les hace dicha prueba (perdidos).
Respecto a los porcentajes obtenidos de las
pacientes en las que se lleva a cabo dicho estudio
ecografico (7,8% de las pacientes), se observa
que solo en el 16,7% de los casos se detecta la
presencia de metastasis en la cavidad abdominal
(Figura 53).

- Tratamiento quirdrgico aplicado:

Por lo que respecta al tipo de tratamiento
quirargico llevado a cabo, la intervencion mas

empleada es la mastectomia radical, realizada
en un 46,8% de las pacientes, siendo la segunda

ESTUDIO RADIOLOGICO DE LA CAVIDAD ABDOMINAL

[ No metéstasis
[ Metéastasis

Figura 52: Distribucion de las pacientes a las que se les
realiza un estudio radiologico abdominal en funcion de
si presentan o no metdstasis en dicha cavidad.

ESTUDIO ECOGRAFICO DE LA CAVIDAD ABDOMINAL

[ No metastasis
@ Metastasis

Figura 53: Distribucion de las pacientes a las que se les
realiza un estudio ecogrdafico abdominal en funcion de si
presentan o no metdstasis.

técnica mas comun la mastectomia en bloque,
aplicada al 16,9% de las pacientes de nuestro
estudio (Figura 54). S6lo hemos detectado un
caso en el que la paciente muere antes de la
intervencion quirargica, procediéndose a la
realizacion de la necropsia reglada con la toma
de muestras para el analisis histopatoldgico. Con
fines estadisticos esta paciente aparece recogida
como “Biopsia postmortem” en la Figura 54.

- Ovariohisterectomia simultanea al
tratamiento oncologico:

La castracion en el momento de la intervencion
quirargica se ha llevado a cabo en el 16,0% de
las pacientes, frente al 84,0% de ellas en las que



so6lo se ha procedido a la realizacion de la cirugia
oncoldgica (Figura 55).

- Implantacion o fijacion de la neoplasia:

La Figura 56 evidencia que en el 75,7% de
los casos las masas tumorales son moviles,
presentando el resto de los procesos fijacion a
las estructuras corporales adyacentes (24,4%),
entre los cuales solo el 6,8% se infiltra tanto en
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tejidos adyacentes como en piel, otro 6,8% se
fija unicamente en piel y el 10,8% se implanta
en tejidos adyacentes (Tabla 17).

- Ulceracion:

En esta variable destacamos que solamente en
un 6,49% de los procesos tumorales mamarios se
observa ulceracion de la piel, frente al 93,51% en
los que el tejido cutaneo esta intacto (Figura 57).

TIPO DE TECNICA QUIRURGICA
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Figura 54: Distribucion de las pacientes en funcion de la técnica quiriurgica

empleada.

Tabla 17: Frecuencia y porcentajes de pacientes cuyas neoplasias presentan fijacion a otras

estructuras

Frecuencia  Porcentaje  Porcentaje = Porcentaje
valido acumulado
Validos Movil 56 72,7 75,7 75,7
Adhesion Piel 6,5 6,8 82,4
Adhesion Tejidos adyacentes 10,4 10,8 93,2
Adhesion a piel y tejidos 6,5 6,8 100,0
adyacentes
Total 74 96,1 100,0
Perdidos  Sistema 3 3,9
Total 77 100,0




88 Resultados

- Necrosis:

En lo referente a la presencia de necrosis
macroscopica se puede observar, como indica
la Figura 58, que el 64,94% de las neoplasias
no presentan necrosis, frente al 22,08% en el
que se aprecian amplias 4reas de necrosis. Un
porcentaje intermedio se obtiene para aquellos
tumores con algun foco puntual de necrosis.

- Velocidad de crecimiento:

Al analizar esta variable se muestra como
en una tercera parte de los tumores analizados
(37,7%), de los que se disponia de esta informacion
(Tabla 18), se describe un crecimiento rapido
del tumor, frente a otro tercio (34,4%) que
presentan un crecimiento lento. E1 21,3% de los
procesos oncoldgicos mamarios han crecido de
manera muy rapida, segln criterio personal del
propietario del animal (Figura 59).

CASTRACION SIMULTANEA AL TRATAMIENTO ONCOLOGIC
OnNo
Osi

Figura 55: Distribucion de las pacientes dependiendo
de si se les ha practicado una ovariohisterectomia
simultanea al tratamiento quirurgico.

IMPLANTACION O FIJACION
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tejidos adyacentes

Figura 56: Fijacion (adherencias).

- Caracteristicas macroscopicas del tumor:

Elanalisis de las caracteristicas macroscopicas
muestra que casi dos tercios de los nodulos
tumorales (64,94%) se observan como masas
definidas (bien delimitadas) y consistentes
(Figura 60), mientras que los restantes procesos
se clasificaron en definidos y no consistentes,
no definidos y consistentes, y no definidos y no
consistentes.

- Diagnéstico histopatoldgico del tumor:

En cuanto al diagnostico histopatologico
de la neoplasia (Figura 61), destaca la mayor
representacion del carcinoma complejo (24,68%),
seguido del carcinoma mixto (15,58%),
resaltando la baja incidencia del carcinoma
micropapilar invasivo (1,3%).

ULCERACION

Figura 57: Distribucion de pacientes en funcion de si el
tumor primario que presentan estd o no ulcerado.

NECROSIS
@ No necrosis
[ Reducida
[E Amplia

Figura 58: Distribucion de pacientes en funcion de si su
tumor primario presenta o no necrosis.



VELOCIDAD DE CRECIMIENTO
[Lento
O Medio
W Répido
I Muy rapido

Figura 59: Distribucion de pacientes en funcion del
velocidad de crecimiento del tumor primario.

CARACTERISTICAS MACROSCOPICAS DEL TUMOR
o Masa definida y
consistente
o Masa definida y no
consistente
m Masa no definida y
consistente

] Masa no definiday no
consistente

Figura 60: Distribucion de pacientes segun las
“Caracteristicas macroscopicas del tumor”.
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- Tamafio del tumor primario:

En el anélisis de esta variable se aprecia que
el 57,14% de los tumores exhiben un tamano
menor de 3 cm de didmetro maximo, frente al
33,77% que alcanzan un tamafio superior a 5 cm
de didmetro (Figura 62).

- Estado de los ganglios linfaticos regionales:

La Figura 63 refleja el estado del ganglio
linfatico regional, mostrando que s6lo el 14,71%
de los ganglios linfaticos regionales extirpados
presentan metastasis, mientras que el 85,29

- Metéstasis distantes:

La Figura 64 muestra que el 88,31% de
las pacientes del estudio no han desarrollado
metastasis en zonas distantes, frente a tan soélo
el 11,69% en las que si se ha hallado metastasis
en cavidad tordcica o abdominal.

- Estadiaje tumoral:

Después de valorar las tres variables anteriores,
se comprueba que casi la mitad de las pacientes
se hallan en un estadio I (47,83%), seguido de
aquellas que se encuentran en un estadio III
(20,29%) (Figura 65).

Tabla 18: Frecuencia y porcentajes de pacientes en funcion de la velocidad de

crecimiento del tumor

Frecuencia Porcentaje Porcentaje Porcentaje
valido acumulado
Valido Lento 21 27,3 344 344
Medio 4 52 6,6 41,0
Répido 23 29,9 37,7 78,7
Muy 13 16,9 21,3 100,0
rapido
Total 61 79,2 100,0
Perdidos Sistema 16 20,8
Total 77 100,0
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DIAGNOSTICO HISTOPATOLOGICO
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Figura 61: Diagndstico histopatologico del tumor.
TAMANO TUMOR PRIMARIO m<3cm METASTASIS DISTANTES
No metéstasis
[35cm B No metas
E>5cm HMe s
Figura 62: Distribucion de pacientes en funcion del Figura 63: Distribucion de pacientes en funcion de si

tamario del tumor primario. presentan “Metastasis distantes” o no.
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- Grado histologico de malignidad:

En esta variable se aprecia como la mayor parte
de los tumores analizados (41,56%) presentan un
grado de malignidad II o intermedio, respecto a
los tumores con un grado de malignidad I o bajo,
que representan un 32,47%, y los de grado III o
alto, conun 25,97% de las pacientes (Figura 66).

- Invasion peritumoral:

En lo referente a la presencia de invasion
peritumoral, esta se visualiza en un 33,77% de
las pacientes de nuestro estudio, lo que supone
s6lo un tercio del total de tumores analizados
(Figura 67).

ESTADO DEL GANGLIO LINFATICO REGIONAL
@ No metastasis
@ Metéstasis

Figura 64: Distribucion de pacientes segun el “Estado
del ganglio linfatico regional”.

ESTADIAJE TUMORAL
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Estadiaje

Figura 65: Distribucion de pacientes segun su estadio.
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- Invasion vascular:

En las muestras de los tumores analizados se
observa invasion vascular por células neoplasicas
en el 28,57% de los casos, frente al 71,43% en
los que no se detecta invasion, casi tres cuartas
partes de las muestras estudiadas (Figura 68).

- Reaccidn inflamatoria:

Al valorar la presencia de reaccidon
inflamatoria en los tejidos se puede observar
que tan so6lo en el 10,39% de las muestras hay
ausencia total de dicho proceso, mientras que
en el restante 89,61% se evidencia esta lesion
en diferentes grados de intensidad. En 33,77%

GRADO DE MALIGNIDAD
[ Bajo (3-5 puntos)
[ Intermedio (6-7)
DAl (8-9)

Figura 66: Distribucion de los tumores seguin su
“Grado de malignidad”.

INVASION PERITUMORAL

Figura 67: Presencia o ausencia de invasion
peritumoral.
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de las neoplasias la reaccion inflamatoria es
intensa, obteniéndose un porcentaje similar para
las reacciones moderadas y un 22,08% para las
inflamaciones leves (Figura 69).

- Vinculacion de la reaccion inflamatoria:

En el 85,7% de las muestras se ha observado
reaccion inflamatoria estando ésta vinculada a
zonas peritumorales en el 75,8% (Tabla 19). Asi
mismo, es remarcable que sdlo en el 3,0% de los
tumores aparece vinculada a 4reas de necrosis
(Figura 70). Respecto a la zona donde se vincula
la reaccion inflamatoria,

INVASION VASCULAR

Figura 68: Presencia o ausencia de invasion vascular.

- Puntuacion final para el receptor de estrogeno
o

En el analisis de esta variable se debe
destacar que el 68,83% de los tumores son
negativos frente al ERa, mientras que aquellos
cuya inmunotincion nuclear suma un total de 5
puntos representan un 13% del total de tumores
valorados; las muestras con una puntuacion
mas baja (3 puntos) y mas alta (7 puntos) sélo
simbolizan un 1,30% de las neoplasias para cada
puntuacion (Figura 71).

REACCION INFLAMATORIA
No reccion
inflamatoria

mLeve reaccion

inflamatoria
Moderada reaccion
inflamatoria
Intensa reaccion
inflamatoria

Figura 69: Estimacion de la presencia de reaccion

inflamatoria.

Tabla 19: Localizacion de la reaccion inflamatoria vinculada al tumor

Frecuencia  Porcentaje = Porcentaje = Porcentaje
valido acumulado
Valido No vinculada a areas de necrosis 3 3,9 4.5 4.5
ni zonas peritumorales
Vinculada a areas de necrosis y 11 14,3 16,7 21,2
zonas peritumorales
Vinculada a areas de necrosis 2 2,6 3,0 242
Vinculada a zonas peritumorales 50 64,9 75,8 100,0
Total 66 85,7 100,0
Perdidos Sin reaccion inflamatoria 11 14,3
Total 77 100,0




- Positividad para el receptor de estrogeno o

Al analizar la positividad de los tumores en
nuestro estudio, se aprecia que aproximadamente
dos tercios del porcentaje total de estos (68,83%) son
negativos al ERa, frente al 31,17% que son positivos
(Figura 72).

- Puntuacion final para el receptor de progesterona:

Para el receptor de progesterona se obtiene una
inmunotincioén nuclear con un mayor porcentaje de
tumores con una puntuacion final de 7 (32,47%),
seguido de aquellos procesos con una puntuacion
final de 6 (19,48%). Este mismo porcentaje obtienen
las neoplasias con una puntuacion final de 0 (Figura
73).

- Positividad para el receptor de progesterona:

En la Figura 74 se observa que el 80,26% de los
tumores son positivos a los PR, frente al 19,74% que
resultan negativos.
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- Positividad a receptores hormonales:

Aunando las variables anteriores de
“Positividad para el receptor de estrogeno oy
“Positividad para el receptor de progesterona”,
hemos obtenido esta variable, que al ser analizada
refleja que un 18,18% de las neoplasias son
negativas frente ambos receptores hormonales,
mientras que un 28,57% son positivos a los dos.
Por otra parte, destacar que tan s6lo un 1,30%
de los procesos son positivos frente al ER a y
un 51,95% son positivos solamente para el PR
(Figura 75).

- Puntacién final para la oncoproteina
c-erbB-2:

La grafica que corresponde a la Figura 76
muestra el porcentaje de inmunotincion para la
oncoproteina c-erbB-2, en ella se comprueba que
en el 15,58% de las muestras tumorales no hay
tincion de la membrana celular (0+), que en el

VINCULACION DE LA REACCION INFLAMATORIA

Porcentaje

|
No vinculadaa Vinculada a

Vinculadaa Vinculadaa Vinculadaal Vinculada al
dreasde areas de areasde Zonas tumor tumory
necrosis ni necrosisy  necrosis y no a peritumorales y periferia
zZonas zonas zonas no a areas de
peritumorales peritumorales peritumorales necrosis

Vinculacién reaccién inflamatoria

Figura 70: Distribucion de las muestras en funcion de las distintas zonas a donde se vincula la reaccion

inflamatoria.
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PUNTUACION FINAL PARA RECEPTOR DE ESTROGENO O

Porcentaje
5
1

Puntuacion Final Receptor de Estrégeno

Figura 71: Distribucion de pacientes en funcion de la puntuacion final obtenida para la inmunotincion de los
receptores de estrogenos.

POSITIVIDAD PARA RECEPTOR DE ESTROGENO a

Negativo para
[Clreceptor de
estrégeno (0 - 2)
o Positivo para receptor
de estrogenos (3 - 8)

Figura 72: Distribucion de pacientes segun sean positivos o negativos a los receptores de
estrogenos.
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PUNTUACION FINAL PARA RECEPTOR DE PROGESTERONA

Porcentaje

0 3 4 5 6 7 8
Puntuacion Final para Receptor de Progesterona

Figura 73: Distribucion de los tumores en funcion de la puntuacion obtenida al sumar la presentacion a la
intensidad de la tincion.

POSITIVIDAD PARA RECEPTOR DE PROGESTERONA

= Negativo a
Progesterona (0 - 2)

m Positivo a
Progesterona (3 - 8)

Figura 74: Distribucion de los tumores en funcion de si resultan positivos o no a los receptores
de progesterona.
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PUNTUACION FINAL PARA LA ONCOPROTEINA c-erbB-2
o No tincién (0) de la
mb

Tincién debil o

[Cincompleta en
cualquier % de células
Tincién débil o

m moderada heterogenea
completa en al menos
el 10% de células
Tincién fuerte,

[ completay
e heterogenea en >30%
de células

Figura 75: Distribucion de los tumores segun se positividad a los receptores hormonales.

POSITIVIDAD PARA LA ONCOPROTEINA c-erb-B2
o Negativo a c-erbB-2
(0-2)
Positivo a c-erbB-2
B

Figura 76: Distribucion de los tumores segun la expresion de la oncoproteina c-erbB-2.



19,48% de los procesos se presenta una tincion
débil o incompleta en cualquier porcentaje de
células (1+) y que la mayoria de las neoplasias
valoradas, concretamente el 62,34% de tumores,
evidencia una tincion débil o moderada completa
en al menos el 10% de las células (2+). Destacar
finalmente que solamente en el 2,60% de las
lesiones se observa una tincion fuerte, completa
y homogénea en mas del 30% de las células (3+).

- Positividad para la oncoproteina c-erbB-2:

Tras la obtencion de la puntuacion final de
la inmunotincion para la oncoproteina c-erbB-2
valoramos el porcentaje de tumores que resultan
negativos (0+, 1+ y 2+) o positivos (3+) a la
sobreexpresion de dicha proteina. Como se
aprecia en la Figura 77, s6lo el 2,63% de los
tumores son positivos, mientras que 97,37% se
valoran como negativos.
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- Puntuacion final para el anticuerpo COX-2:

La Figura 78 revela que el 48,05% de
los tumores no muestra inmunorreaccion (0
puntos), este porcentaje es seguido por aquellas
neoplasias que alcanzan una valoracion de 6
puntos (29,87%) y por aquellas que obtienen 3
puntos (15,58%).

- Inmunorreactividad para el anticuerpo
anti-COX-2:

Al considerar esta variable (inmunotincion
citoplasmatica que suele evidenciar mayor
intensidad a nivel perinuclear) apreciamos que
casi todos las muestras analizadas (97,4%)
presentan una baja inmunorreaccioén (0 —
6 puntos), mientras que solo el 2,60% de
las neoplasias se cuantifican como de alta
inmunorreaccion (> 6 puntos) (Figura 79).

PUNTUACION FINAL PARA EL ANTICUERPO COX-2

Porcentaje

Puntuacion final para el anticuerpo COX-2

Figura 77: Distribucion de los tumores en funcion de si resultan positivos o no a la sobreexpresion de la

oncoproteina c-erbB-2.
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En una gran parte de los procesos valorados,
la inmunorreaccién para el anticuerpo anti-
COX-2 se ha asociado a células proximas a focos
microscopicos de necrosis.

- Desarrollo de nuevos tumores mamarios:

La Figura 80 muestra que en el 81,82% de las
pacientes del estudio no se diagnostican nuevos
tumores mamarios, frente al 18,18% de los
animales valorados en que si aparecen nuevos
procesos en otras mamas.

- Presencia o aparicion de metastasis distantes:

Al valorar la presencia o apariciéon de
metastasis distantes durante el periodo de

INMUNORREACTIVIDAD PARA EL ANTICUERPO COX-2
[[]Baja (0-6)
DAl (7-12)

Figura 78: Distribucion de las muestras tumorales
segun la suma de la presentacion y la intensidad de la
tincion.

DESARROLLO DE NUEVOS TUMORES MAMARIOS
-No desarrollo de
nuevos tumores

.Aparici()n de nuevos
tumores

Figura 79: Distribucion de los tumores en funcion de si
muestran una baja o alta inmurreactividad.

seguimiento, estos focos tumorales se detectan
en el 40,26% de las pacientes, mientras que
en el 59,74% de estas no se ha comprobado
diseminacion del proceso neoplasico (Figura 81).

- Tiempo de supervivencia libre de enfermedad
(meses):

Tras valorar la Figura 82, verificamos que
el mayor numero de individuos (frecuencia
absoluta) se concentra en el intervalo de tiempo
de 0 a 15 meses (30 pacientes). El segundo
bloque esta compuesto por 27 pacientes que
presentan un tiempo libre de enfermedad de
entre 20 a 40 meses. La frecuencia absoluta
decae drasticamente a partir de los 40 meses,

PRESENCIA O APARICION DE METASTASIS DISTANTES
o No aparicién
metastasis distantes
-Aparicién metastasis
distantes

Figura 80: Distribucion de las pacientes segun hayan
desarrollado nuevos tumores mamarios o no en el
periodo de seguimiento.

TIEMPO LIBRE DE ENFERMEDAD

12,54

10,0

Frecuencia

20 40 60
Tiempo libre de enfermedad (meses)

Figura 81: Distribucion de pacientes en funcion de si
presentaban o habian desarrollado metastasis distantes
durante el seguimiento.



incluyéndose Unicamente 10 pacientes en el
intervalo de entre 40 a 60 meses. Finalmente,
unicamente 2 pacientes presentan un tiempo libre
de enfermedad superior a los 60 meses.

- Tiempo de supervivencia total (meses):

Para valorar el tiempo de supervivencia
total de las pacientes del estudio se genera el
siguiente grafico (Figura 83), en el que se puede
contemplar como las frecuencias mas elevadas
se situan en el intervalo de tiempo de 0 a 15
meses, con 30 pacientes incluidas en dicho
intervalo. En el intervalo de 20 a 40 meses,
con 28 pacientes, se situa un segundo pico de
elevacion de la frecuencia, concretamente entre
los 25 a los 40 meses. A partir de ese momento
decrece el tiempo de supervivencia (12 paciente
en el intervalo de 40 a 60 meses), encontrando
solo 2 pacientes por encima de los 60 meses.

- Evolucion final de las pacientes:

Cuando consideramos la evolucion final de
las pacientes, destaca que el 83,12% de ellas han
fallecido a lo largo del periodo de seguimiento,
frente al 16,88% que siguen vivas al finalizar
nuestro estudio (Figura 84).

- Motivo del fallecimiento de las pacientes:

Dentro de esta variable se estiman las
circunstancias que han conducido a la muerte

TIEMPO DE SUPERVIVENCIA TOTAL

Frecuencia

20 40 60
Tiempo de supervivencia total (meses)

Figura 82: Frecuencia absoluta de pacientes en funcion
del tiempo libre de enfermedad que han presentado.
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de aquellas pacientes fallecidas al final del
estudio (Tabla 20). Se comprueba que el 32,8%
de las pacientes han muerto a causa de la propia
enfermedad, mientras que el 45,3% lo ha hecho
por otras causas. El 15,6% de las pacientes
son eutanasiadas por causas intrinsecas a la
enfermedad y al 6,3% se les aplica la eutanasia
por otras causas ajenas a la patologia tumoral
mamaria (Figura 85).

PERFIL GENERAL DE LA MUESTRA

Al analizar las diferentes variables de
nuestro estudio se obtiene el perfil general de la
muestra. La paciente promedio es una hembra
de raza pura, perteneciente al Grupo 7 (Perros
de Muestra), con una edad promedio de 10 afios
y de pequeiio tamafio. Dicha paciente no estéd
castrada, es nulipara, no ha padecido nunca
pseudogestaciones, ni se le ha administrado
tratamientos hormonales, ademas carece de
antecedentes tumorales.

Esta paciente promedio presenta ambas
cadenas mamarias afectadas, con un tipo de
afectacion simple y sin desarrollo de metéstasis
distantes segun las pruebas de diagnostico por
imagen realizadas. El tratamiento de eleccion
aplicado es una mastectomia radical.

EVOLUCION FINAL DE LAS PACIENTES

Ovive
EMuere

Figura 83: Frecuencia absoluta de pacientes en funcion
del tiempo de supervivencia total para cada paciente.
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MOTIVOS DEL FALLECIMIENTO
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Muerte intrinseca  Muerte extrinseca Eutanasia intrinseca Eutanasia extrinseca

Motivo del fallecimiento

Figura 84: Distribucion de pacientes en funcion de si han fallecido o no.

Tabla 20: Frecuencia y porcentajes de las pacientes que presentan el suceso (muerte) y

aquellas que siguen vivas.

Frecuencia Porcentaje Porcentaje Porcentaje
valido acumulado
Valido Muerte intrinseca 21 27,3 32,8 32,8
Muerte 29 37,7 453 78,1
extrinseca
Eutanasia 10 13,0 15,6 93,8
intrinseca
Eutanasia 4 5,2 6,3 100,0
extrinseca
Total 64 83,1 100,0
Perdidos  Pacientes vivas 13 16,9

Total 77 100,0
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FUNCION DE SUPERVIVENCIA

1,0

0,4

Supervivencia acumulada
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0,0
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supervivencia
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Figura 85: Tiempo de supervivencia (en meses) frente a la probabilidad de supervivencia acumulada.

En lo referente a las caracteristicas
morfoldgicas del tumor primario que presenta, la
paciente se ve afectada por una masa movil (sin
implantacion o fijacion a los tejidos adyacentes),
no ulcerada y sin necrosis, de crecimiento rapido,
asi como de contorno definido y consistente a la
palpacion.

La paciente muestra un carcinoma complejo,
en un estadio I y con un grado histologico
de malignidad II o intermedio, sin invasioén
peritumoral ni vascular y con una moderada
reaccion inflamatoria vinculada a zonas
peritumorales.

En el analisis inmunohistoquimico la paciente
evidencia un tumor primario negativo para
el receptor de estrogeno o y positivo para el
receptor de progesterona, con una puntuacion
para la inmunotincidon de la oncoproteina
c-erbB-2 de 2+ (negativo) y con 0 puntos para

la sobreexpresion de la enzima COX-2 (ausencia
de inmunorreaccion).

Al valorar la evolucion de la paciente
se comprueba que no ha desarrollado mas
tumores mamarios ni metastasis distantes y que,
finalmente, fallece por otras causas ajenas al
proceso oncoldgico mamario, tras un periodo de
tiempo libre de enfermedad y de supervivencia
total que oscila en un intervalo de 0 a 15 meses.

COMPARACION ENTRE VARIABLES

Una vez llevado a cabo el analisis descriptivo
de las variables y obtenido el perfil general de
la muestra, estudiamos la relacion entre todas
las variables expuestas, con el fin de analizar
la influencia de los distintos factores clinicos,
histopatologicos e inmunohistoquimicos en la
evolucion y prondstico de las pacientes.
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En esta parte de nuestra investigacion solo
se ha podido realizar las comparaciones entre
algunas de las variables de interés en cada caso
(principalmente, las variables que representan
tanto los marcadores inmunohistoquimicos como
las varibles de evolucion).

- Edad:

Al analizar la influencia de la variable “Edad”
en los diferentes factores histopatologicos
se aprecia que, en la variable “Diagndstico
histopatologico” podemos asumir, tras realizar
el Test de Kruskal-Wallis (valor de p = 0,121),
que la edad no afecta al tipo de tumor mamario
diagnosticado.

En lo referente a la clasificacion TNM, se
obtiene un valor de p = 0,553 al realizar el Test
de Kruskal-Wallis al valorar la influencia de la
edad en el tamafo del tumor primario, por lo que
podemos asumir que la edad no afecta al tamafio
de la masa tumoral.

Sin embargo, cuando analizamos la influencia
de esta variable (“Edad”) en el estado de los
ganglios linfaticos regionales, hay evidencia en
los datos en contra de la hipotesis nula, con un
valorde p=0,011 en el Test de Wilcoxon-Mann-
Whitney. Con este valor se asume que la edad
de la paciente si influye en la aparicién o no de
metastasis en los ganglios linfaticos regionales,
de manera que la edad mediana (promedio) en las
pacientes con metastasis en ganglios linfaticos
regionales es superior que en aquellas en las que
no la presentan.

Después de obtener un p-valor = 0,547 en
el Test de Wilcoxon-Mann-Whitney, se puede
asumir que la “Edad” no afecta a la aparicion
de metéstasis distantes; asi mismo, tampoco
tiene influencia sobre el estadio del tumor
(p-valor = 0,096), ni sobre el grado histologico
de malignidad (Test de Kruskal Wallis; valor de
p=0,462).

Al considerar las variables referentes al estudio
inmnuhistoquimico, se confirma realizando
el Test de Wilcoxon-Mann-Whitney que la
variable “Edad” no afecta a la positividad para
el ER a (valor de p = 0,515), ni a la positividad
para el PR (valor de p = 0,932), ni para la

oncoproteina c-erbB-2 (p-valor = 0,599). De
igual modo y tras analizar esta influencia sobre la
inmunorreactividad del anticuerpo anti-COX-2
podemos concluir que la “Edad” tampoco tiene
influencia sobre ella (Test de Wilcoxon-Mann-
Whitney; valor de p= 0,427).

Para concluir la valoracion de la influencia
de la variable “Edad” sobre el resto de las
variables consideradas, analizamos si esta afecta
o no a las diferentes variables de evolucion,
comprobandose que la “Edad” no afecta al
desarrollo de nuevos tumores mamarios (valor
de p = 0,388) ni a la aparicion de metastasis
distantes (valor de p = 0,275), al llevar a cabo
el Test de Wilcoxon-Mann-Whitney en ambos
casos.

Aplicando el Coeficiente de correlacion de
Spearman se verifica que la “Edad” no afecta
al “Tiempo libre de enfermedad” (valor de p
= 0,143), pero si influye sobre el “Tiempo de
supervivencia total” (p-valor = 0,032).

En cuanto a la “Evolucion final” de cada
paciente deducimos, tras realizar el Test de
Wilcoxon-Mann-Whitney, que la edad si afecta
al hecho de que una paciente viva o muera
(valor de p = 0,000), pudiendo asumir que la
edad promedio de las pacientes que mueren
es superior a la de los individuos que viven al
final del estudio; mientras que esta variable no
afectaria al tipo de muerte que los animales del
estudio han tenido (Test de Kruskal-Wallis; valor
de p = 0,829).

- Mestizaje:

En lo relativo a la influencia de la variable
“Mestizaje” sobre las variables referentes al
estudio inmnunohistoquimico, podemos asumir
que no afecta a la positividad para el ERa (valor
de p=0,626), ni para el PR (valor de p=0,668),
resultados obtenidos mediante el Test de la Chi-
cuadrado de Pearson.

Para las variables de evolucion se observa,
después de realizar el Test de la Chi-cuadrado
de Pearson, que el mestizaje no afecta ni al
desarrollo de nuevos tumores mamarios (valor
de p = 0,438) ni a la aparicion de metastasis
(valorde p=0,172). Del mismo modo, tampoco



afecta al “Tiempo libre de enfermedad” ni al
“Tiempo de supervivencia total”, segun el Test
de Wilcoxon-Mann-Whitney, con unos valores
de p de 0,492 y 0,458, respectivamente.

- Tamano:

Tras llevar a cabo el Test de 1la Chi-cuadrado,
se concluye que la variable “Tamafo” no afecta
a la positividad para el ERa (valor de p=0,763)
ni para el PR (valor de p = 0,314).

Se comprueba también, gracias al Test de Chi-
cuadrado, que el hecho de que una paciente sea de
tamafio pequefio o grande no afecta a la aparicion
de metastasis distantes (valor de p = 0,488).
Asi mismo, tampoco afecta al “Tiempo libre de
enfermedad” ni al “Tiempo de supervivencia
total” (Test de Wilcoxon-Mann-Whitney; valores
de p=0,546 y 0,411, respectivamente).

- Numero de gestaciones:

Al llevar a cabo el Test de Kruskal-Wallis,
comprobamos que esta variable no influye
sobre el “Tiempo libre de enfermedad” (p-valor
= 0,644) ni sobre el “Tiempo de supervivencia
total” (valor de p = 0,973).

- Numero de pseudogestaciones:

Esta variable tampoco influye sobre la
positividad para receptor de estrogeno a (Test de
Chi-cuadrado de Pearson; valor de p =0,171).

En cuanto a su influencia en las variables
de evolucién de igual manera no afecta a la
presencia de metastasis (Test de Chi-cuadrado
de Pearson; valor de p = 0,830), ni al “Tiempo
libre de enfermedad” (Test de Wilcoxon-Mann-
Whitney; valor de p = 0,075), ni al “Tiempo de
supervivencia total” (Test de Wilcoxon-Mann-
Whitney; valor de p = 0,140).

- Tratamientos hormonales:

Para esta variable se asume, al realizar el Test
de Kruskal-Wallis, que no afecta al “Tiempo
libre de enfermedad” (valor de p = 0,397) ni al
“Tiempo de supervivencia total” (valor de p =
0,344).

- Antecedentes tumorales:

Al considerar esta variable, se considera
que el hecho de que una paciente tenga o no
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antecedentes tumorales previos al diagnodstico
de la enfermedad no afecta a la positividad para
el ERa (Test de Chi-cuadrado de Pearson; valor
de p =0,499).

Si pasamos a analizar la influencia de esta
variable sobre las variables evolutivas tenemos
que la circunstancia de haber padecido tumores
previamente no afecta al hecho de la presencia
de metastasis distantes (Test de Chi-cuadrado
de Pearson; valor de p = 0,533), ni al “Tiempo
libre de enfermedad” (Test de Wilcoxon-Mann-
Whitney; valor de p = 0,742) ni al “Tiempo de
supervivencia total” (Test de Wilcoxon-Mann-
Whitney; valor de p = 0,887).

- Presentacion de tumor en la glandula
afectada:

Respecto a la influencia del tipo de afectacion
sobre los factores inmunohistoquimicos se
evidencia que esta variable no influye en
la positividad para el ERa (Test de Chi-
cuadrado de Pearson; valor de p = 0,723), no
pudiéndose estudiar dicha influencia para los
otros marcadores.

Si examinamos ahora la relacion con las
variables de evolucion de las pacientes se
comprueba que el hecho de que en una misma
glandula mamaria haya uno o mas nddulos
tumorales no afecta a las variables “Presencia
de metastasis” (Test de Chi-cuadrado de
Pearson; valor de p = 0,910), “Tiempo libre de
enfermedad” (Test de Wilcoxon-Mann-Whitney;
valor de p=0,355) y “Tiempo de supervivencia
total” (Test de Wilcoxon-Mann-Whitney; valor
de p=0,852).

- Tratamiento quirurgico aplicado:

Al llevar a cabo el Test de Kruskal-Wallis
percibimos que la técnica quirurgica empleada
no influye en el “Tiempo libre de enfermedad”
(valor de p=0,313) ni tampoco afecta al “Tiempo
de supervivencia total” (valor de p=0,311).

- Ovariohisterectomia simultanea al
tratamiento oncologico:

Examinando la influencia de la variable
“Ovariohisterectomia simultanea al tratamiento
quirargico” sobre la evolucion de las pacientes se
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concluye que ésta no afecta ni al “Tiempo libre de
enfermedad” (Test de Wilcoxon-Mann-Whitney;
valor de p=0,511) y ni tampoco al “Tiempo de
supervivencia total” (Test de Wilcoxon-Mann-
Whitney; valor de p = 0,862).

- Implantacion o fijacion de la neoplasia:

Para estudiar de qué manera influyen las
variables morfologicas en la evolucion de las
pacientes, empezamos con el andlisis de la
variable “Implantacion o Fijacion” del tumor
a los tejidos adyacentes, apreciandose que el
hecho de que la masa tumoral se encuentre o
no adherida a los tejidos circundantes si influye
sobre el “Tiempo libre de enfermedad” (Test
de Kruskal-Wallis; valor de p = 0,005) y sobre
el “Tiempo de supervivencia total” (Test de
Kruskal-Wallis; valor de p = 0,003). A pesar de
asumir dicha influencia, no podemos conocer de
qué manera influye esta variable sobre dichos
tiempos de evolucion por la baja frecuencia en
algunas categorias de la variable.

- Ulceracion:

Al analizar la influencia de la variable
“Ulceracion” se concluye que esta no afecta
sobre el “Tiempo libre de enfermedad” (Test de
Wilcoxon-Mann-Whitney; valor de p=0,851) ni
sobre el “Tiempo de supervivencia total” (Test de
Wilcoxon-Mann-Whitney; valor de p = 0,796).

- Necrosis:

En este caso se aprecia que el hecho de que
aparezca o no necrosis macroscopica afecta al
“Tiempo libre de enfermedad” (Test de Kruskal-
Wallis; valor de p = 0,000) y al “Tiempo de
supervivencia total” (Test de Kruskal-Wallis;
valor de p = 0,000); aunque, al haber mucha
diferencia en las frecuencias entre las categorias,
no se puede realizar ningun test que nos permita
conocer de que forma influye esta variable sobre
las otras.

- Velocidad de crecimiento:

Al realizar el Test de Kruskal-Wallis, se
comprueba que la variable “Velocidad de
crecimiento” si influye en el “Tiempo libre
de enfermedad” (valor de p = 0,007) y en el
“Tiempo de supervivencia total” (valor de p

= 0,002). Se constata que ambos tiempos de
evolucion son mayores o iguales en los tumores
con un crecimiento lento y medio, sin embargo,
dichos tiempos son menores cuando la velocidad
de crecimiento del tumor es rapida o muy rapida.

- Caracteristicas macroscopicas:

La variable “Caracteristicas macroscopicas”
de la masa tumoral tiene influencia sobre el
“Tiempo libre de enfermedad” (Test de Kruskal-
Wallis; valor de p = 0,001) y sobre el “Tiempo
de supervivencia total” (Test de Kruskal-Wallis;
valor de p = 0,000), aunque no se ha podido
establecer estadisticamente de que forma
influyen las caracteristicas macroscopicas sobre
dichos tiempos de evolucion.

- Diagnéstico histopatolégico:

Se comprueba al llevar a cabo el Test de
Kruskal-Wallis, que el diagndstico del proceso
tumoral mamario no afecta al “Tiempo libre
de enfermedad” (valor de p = 0,063), pero si
al “Tiempo de supervivencia total” (valor de p
= 0,022), no pudiéndose determinar cual es la
asociacion.

- Tamafio del tumor primario:

En esta variable no ha sido posible establecer
una relacion estadisticamente significativa con
ninguna otra variable de interés, como son la
positividad a los receptores hormonales, a la
oncoproteina c-erbB-2 o a COX-2, asi como
tampoco con ninguna variable que describa la
evolucion de las pacientes.

- Estado del ganglio linfatico regional:

En la Figura 86, observamos que aparece un
dato atipico, que corresponde a la paciente 58,
aunque al no ser influyente, no se desestima la
informacion aportada por esta paciente.

So6lo se ha podido realizar el analisis de
la inferencia del estado del ganglio linfatico
regional respecto al “Tiempo de supervivencia
total”, rechazando la hipdtesis nula, con un valor
de p = 0,000; Por lo tanto, podemos asumir que
el tiempo de supervivencia en pacientes sin
metastasis es mayor que el de aquellas que si
padecian metéstasis.



- Estadiaje:

Comprobamos al analizar esta variable, que
el estadio en el que se encuentra la paciente si
que afecta a su evolucion, de forma que influye
sobre el “Tiempo libre de enfermedad” (Test de
Kruskal-Wallis; valor de p=0,002) y el “Tiempo
de supervivencia total” (Test de Kruskal-Wallis;
valor de p = 0,008). Sin embargo, no se pudo
establecer estadisticamente el cardcter de dicha
influencia.

- Grado histologico de malignidad:

Al estudiar esta variable se observa que esta
tiene influencia sobre la “Invasion peritumoral”
(Test de Chi-cuadrado de Pearson; valor de p =
0,000) y sobre la “Invasion linfatica™ (Test de
Chi-cuadrado de Pearson; valor de p = 0,000)
del tumor. Se comprueba en este caso que
tanto la invasion peritumoral como la linfatica
son mayores en pacientes con un grado de
malignidad mas alto. También se evidencia que
dicha variable afecta a la positividad para el
ERa (Test de Chi-cuadrado de Pearson; valor
de p=0,009).

En cuanto a su influencia sobre la evolucion
de las pacientes, podemos concluir que afecta
tanto a la “Presencia de metastasis” (Test de
Chi-cuadrado de Pearson; valor de p = 0,003),
como al “Tiempo libre de enfermedad” (Test de
Chi-cuadrado de Pearson; valor de p = 0,000)
y al “Tiempo de supervivencia total” (Test de
Chi-cuadrado de Pearson; valor de p = 0,000).

- Invasion peritumoral:

Para esta variable se constata, tras realizar el
Test de Chi-cuadrado de Pearson, que esta tiene
influencia sobre la positividad para el ERa (valor
de p=0,033) yno para el PR (valor de p=0,081).

Por otra parte, la variable también afecta a la
“Presencia de metastasis” (Test de Chi-cuadrado
de Pearson; valor de p = 0,000), al “Tiempo
libre de enfermedad” (Test de Wilcoxon-Mann-
Whitney; valor de p = 0,000) y al “Tiempo de
supervivencia total” (Test de Wilcoxon-Mann-
Whitney; valor de p = 0,000), pudiendo asumir
que tanto un tiempo como otro es mayor en
pacientes que no presentan invasion peritumoral.
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- Invasion linfatica:

Como para la variable anterior se comprueba,
después de llevar a cabo el Test de Chi-cuadrado
de Pearson y obtener un valor de p = 0,036, que
¢sta afecta a la positividad para el ERa.

Se corrobora que también influye sobre la
“Presencia de metastasis” (Test de Chi-cuadrado
de Pearson; valor de p = 0,007), el “Tiempo
libre de enfermedad” (Test de Wilcoxon-Mann-
Whitney; valor de p = 0,000) y el “Tiempo de
supervivencia total” (Test de Wilcoxon-Mann-
Whitney; valor de p = 0,000). Para esta variable
unicamente se puede analizar de que forma
influye la invasion linfatica sobre los tiempos de
evolucion, asi se asume que ambos tiempos son
mayores en las pacientes que no la presentan.

- Reaccidn inflamatoria:

Para esta variable solo se ha podido realizar
el estudio respecto al “Tiempo libre de
enfermedad” y al “Tiempo de supervivencia
total”, comprobandose que la presencia de
reaccion inflamatoria afecta a ambas variables
(Test de Kruskal-Wallis; valor de p = 0,030
y valor de p = 0,050, respectivamente), de
manera que cuanto mas amplia es la presencia
de reaccion inflamatoria menor son los tiempos
libre de enfermedad y de supervivencia total.

- Vinculacion de la reaccion inflamatoria:

Al igual que en la variable anterior s6lo se
puede comparar esta con el “Tiempo libre de
enfermedad” y el “Tiempo de supervivencia
total”, no afectando a ninguna de las dos
variables (Test de Kruskal-Wallis; valor de p =
0,526 y valor de p = 0,292, respectivamente).

- Positividad para el receptor de estrogeno o

Si analizamos la influencia de esta variable
sobre la evolucion de las pacientes del estudio,
vemos que esta variable no afecta a la “Presencia
de metastasis” (Test de Chi-cuadrado de
Pearson; valor de p = 0,102), pero si influye
sobre el “Tiempo libre de enfermedad” (Test de
Wilcoxon-Mann-Whitney; valor de p = 0,005)
y el “Tiempo de supervivencia total” (Test de
Wilcoxon-Mann-Whitney; valor de p = 0,012).
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- Positividad para el receptor de progesterona:

Esta variable no influye sobre la “Presencia de
metastasis” (Test de Chi-cuadrado de Pearson;
valor de p=0,962), ni sobre el “Tiempo libre de
enfermedad” (Test de Wilcoxon-Mann-Whitney;
valor de p = 0,060), ni sobre el “Tiempo de
supervivencia total” (Test de Wilcoxon-Mann-
Whitney; valor de p = 0,222).

- Positividad para la oncoproteina c-erbB-2:

Para esta variable solo se ha podido analizar
su influencia sobre el “Tiempo libre de
enfermedad” y el “Tiempo de supervivencia
total”, concluyendo que la sobreexpresion (3+)
para esta oncoproteina no afecta a ninguna de las
dos variables (Test de Kruskal-Wallis; valor de p
= 0,085 y valor de p = 0,235, respectivamente).

Al analizar los datos considerando la expresion
2+ como positiva, apreciamos igualmente que las
variables evolutivas (“Aparicion de metastasis
distantes”, “Tiempo libre de enfermedad” y
“Tiempo de supervivencia total”) no se ven
afectadas (Chi-cuadrado de Pearson; valor de
p = 0,766, valor de p = 0,372 y valor de p =
0,329, respectivamente), ni se evidencia ninguna
relacion significativa con el resto de las variables
inmunohistoquimicas.

- Inmunorreactividad para COX-2:

Como en la variable anterior, s6lo se ha podido
realizar su analisis respecto al “Tiempo libre de
enfermedad” y al “Tiempo de supervivencia
total”, concluyendo que esta variable no influye
sobre las dos variables mencionadas (Test de
Wilcoxon-Mann-Whitney; p-valor = 0,158 y
p-valor = 0,075, respectivamente).

Si realizamos el analisis partiendo de 6 puntos
como “Inmunorreactividad alta” se comprueba
que influye sobre la positividad para el ERa
(Test de Chi-cuadrado de Pearson; valor de p =
0,046), siendo 0,3048 (OR) veces mas probable
obtener una inmunorreaccion elevada si el tumor
es positivo al ERa. Sin embargo, no afecta a la
expresion de la oncoproteina c-erbB-2 (Test de
Chi-cuadrado de Pearson; valor de p = 0,108).
Asi mismo, no se relaciona con la aparicion de
metastasis distantes (Test de Chi-cuadrado de
Pearson; valor de p = 0,134), pero si influye

negativamente sobre los tiempos libre de
enfermedad y de supervivencia total (Test de
Chi-cuadrado de Pearson; valor de p = 0,022 y
valor de p = 0,042, respectivamente).

ANALISIS DE LA SUPERVIVENCIA

Si se asume que el evento terminal
es independiente para cada paciente, las
probabilidades de sobrevivir de un tiempo
“t” determinado, se calculan gracias a una ley
multiplicativa de probabilidades. En este caso,
disponemos de datos censurados, pertenecientes
a pacientes que siguen sin presentar el suceso
(muerte) al final del periodo de seguimiento.

Latendencia observada en la Figura 87 es que
a mayor numero de meses transcurridos, menor
probabilidad de supervivencia a la enfermedad.
Analizando con detalle la grafica podemos
concluir que hasta los 32 meses la probabilidad
de sobrevivir es 1. Entre los 32 y los 40 meses la
probabilidad de supervivencia va descendiendo,
de tal manera que la probabilidad alcanzada a los
40 meses es del 0,804, disminucion que no es
demasiado acusada. Entre los 40 y los 60 meses
se produce la mayor disminucion en la funcion
de supervivencia acumulada, descendiendo
esta a un 0,306 a los 60 meses de evolucion.
Finalmente, se puede apreciar que este valor
sigue decreciendo hasta los 72 meses, donde la
probabilidad de supervivencia es nula.
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V. Discusion

1. ANALISIS DE LA PATOLOGIA
ONCOLOGICA DE LA GLANDULA
MAMARIA EN HEMBRAS DE LA
ESPECIE CANINA EN EL PERIODO
COMPRENDIDO ENTRE 2008-2012.

En esta parte de nuestro estudio se ha
desarrollado el analisis de ocho variables (raza,
mestizaje, edad, peso, tamano, tipo de patologia,
tipo de tumor y malignidad tumoral), con el fin de
evaluar la relevancia de los tumores mamarios en
la clinica veterinaria actual asi como determinar
la influencia de diferentes parametros (edad,
mestizaje y tamafio del animal) sobre el tipo de
tumor que desarrollan las pacientes y sobre el
comportamiento benigno o maligno de éste.

No existen muchos registros sobre el cancer
en la especie canina, y aun menos, centrados
unicamente en hembras adultas [7], pero
nuestros resultados avalan la importancia de la
patologia oncologica en la clinica actual con
una prevalencia del 43,8% de las pacientes que
acuden a nuestra consulta, de las cuales el 60,4%
presentan tumores mamarios. Estos resultados
son coincidentes con los hallados en otros
estudios [9, 35], en los que el tipo tumoral mas
comun en la hembra de esta especie corresponde
a las neoplasias de la glandula mamaria. Como
destacan diversos autores [33, 36, 404], el hecho
de que los tumores mamarios junto con los
tumores de piel sean los mas frecuentes en las
consultas veterinarias, puede estar influenciado
en gran manera porque ambas localizaciones son
de facil acceso y observacion tanto por parte del
propietario y como del veterinario clinico.

En cuanto a los factores de riesgo que
favorecen la aparicion de los diferentes tipos
de tumores que se diagnostican en las perras,
observamos que la edad de aparicion de la

enfermedad no afecta al tipo de tumor que
padecen estas pacientes, siendo la edad promedio
de 10 afios. En el caso concreto de los tumores
de mama, esta afirmacion es coincidente con las
aportadas por diversos autores los cuales sefialan
un notable incremento de procesos neoplésicos
entre los 6 y los 10 afios, edad en la cual se
alcanza un pico de presentacion seguido de un
marcado descenso [7, 9, 20]. Por otra parte, en
el grupo de pacientes que presentan procesos
oncologicos (Grupo III) se confirma que la
edad de diagnoéstico no afecta al tipo de tumor
que desarrollan éstas, pero si se comprueba que
se vincula con la malignidad de dicho proceso.
Por el contrario, para el grupo de pacientes
con tumores mamarios (Grupo IV) la edad no
afecta a esta ultima variable (“Malignidad”).
Estos datos no concuerdan con los descritos por
Sorenmo K.U. y col. (2009), que senialan que
las pacientes con tumores benignos tienen una
edad media de 8,5 afos, mientras que aquellas
cuyos tumores son malignos presentan mayor
edad (9,5 anos de edad media) aprecidandose
diferencias estadisticamente significativas [38].
Estas discrepancias pueden ser debidas al menor
tamafio de nuestra muestra y al bajo porcentaje
de tumores mamarios benignos diagnosticados.

Se ha analizado la relacion entre la edad de
aparicion de los tumores mamarios y el tamafio
de los individuos afectados. Algunos autores
observan que las pacientes de razas de gran
tamafio son significativamente mas jovenes
cuando desarrollan estos procesos en la glandula
mamaria que las de pequefio tamafio [39]. Sin
embargo, en nuestro trabajo no hemos hallado
esta vinculacion ni para las neoplasias mamarias,
ni para cualquier otro tipo de proceso oncologico
diagnosticado. Aunque lo esperable hubiera
sido confirmar las observaciones realizadas por



108 Discusion

los autores arriba citados, ya que los animales
de razas de mayor tamafio tienen, por su
propia naturaleza, una vida mds corta, con un
envejecimiento mas rapido que los animales
de razas de tamafo inferior y, por lo tanto, es
habitual que presenten neoplasias a una edad mas
temprana; en nuestro estudio, como ya hemos
mencionado, esta evidencia no se ha confirmado.

En cuanto a la predisposicion de las diferentes
razas a padecer procesos oncoldgicos observamos
como las razas puras se hallan mas predispuestas,
con un 66,8% de los casos analizados, siendo
el grupo racial mas representativo el de Perros
Cobradores de Caza y Perros de Agua (Grupo
8). Se da la misma situacion al analizar en
particular al grupo de pacientes con tumores
mamarios, siendo el 64,3% de los individuos
afectados de raza pura vy, de los cuales, el grupo
racial nimero 8 representa el 14,29% del total de
razas puras. Estudios previos describen la mayor
predisposicion de diferentes grupos raciales
a padecer neoplasias mamarias, asi tenemos
que Perez Alenza M.D. y col. (2000) observan
resultados similares a los nuestros [8], mientras
que otros investigadores describen un mayor
riesgo en grupos como Teckels y Molosoides [6],
de Pastoreo [40, 41] y en perros de compaiiia [9].
Esta predisposicion detectada en nuestro estudio
puede ser debida a la importante presencia de
este grupo racial en nuestra region, en la que
la caza tiene un relevante papel en la economia
de la zona. El hecho de que el 14,6% del total
de los pacientes atendidos en la consulta de
cirugia del Hospital Clinico Veterinario de la
UEXx pertenezcan a este grupo, permite ratificar
nuestra deduccion. La evidencia de la mayor
susceptibilidad de las razas puras frente a los
animales mestizos a padecer tumores de mama
se halla en concordancia con los resultados
aportados en otros estudios [8, 40, 43], aunque
Karayannopoulou, M. y col. (1989) observaron
con anterioridad el hecho contrario [44]. Perez
Alenza, M.D. y col. (2000), atribuyen la falta
de unanimidad entre los diversos autores a las
distintas poblaciones utilizadas en cada estudio

[8].

Al analizar la influencia que tiene la raza
sobre la variable “Malignidad” apreciamos que

la malignidad de los tumores mamarios si se ve
afectada por pertenecer a grupos de raza pura o
ser individuos mestizos, siendo mas probable que
el tumor sea maligno en el Gltimo caso. Nosotros
relacionamos estos hallazgos con el hecho de
que los propietarios de animales de razas puras,
por lo general, y debido en muchas ocasiones
al valor economico de éstos, se muestran mas
receptivos a aceptar el coste que supone el
tratamiento de los procesos tumorales que los
propietarios de los perros mestizos y acudiendo
con mayor celeridad a las consultas veterinarias
cuando detectan pequefias lesiones neoplasicas.

Al igual que describen Itoh T. y col. (2005),
comprobamos que las razas de pequefio tamafio
presentan una incidencia de malignidad mas baja
que aquellas con un tamano grande [10], tanto
en tumores de la glandula mamaria como en
neoplasias en cualquier otra localizacion.

En cuanto a la incidencia de malignidad dentro
del grupo de pacientes que presentan tumores de
mama (Grupo V), se detecta una gran proporcion
de neoplasias histolégicamente malignas
(88,1%) frente a los procesos considerados como
benignos (11,9%). Sin embargo, en la literatura
consultada encontramos porcentajes muy
inferiores de malignidad histologica, habiendo
autores que sefialan una incidencia entre el 41%
yel53% (78,79, 400] e incluso de un 30% segun
Misdorp y col. [20]. Consideramos que esta
desproporcion en el porcentaje de presentacion
de las neoplasias malignas que hemos apreciado
respecto a lo sefalado en la bibliografia puede
relacionarse con el interés de los propietarios.
De manera que en muchos procesos mamarios,
donde éstos presentan una lenta evolucion,
pudiendo relacionarse con un comportamiento
benigno, pueden los duefios decidir no acudir al
Hospital para su valoracion y tratamiento, sobre
todo considerando la situaciéon econdémica en
nuestra region; propietarios con mas recursos e
interés o con animales afectados por un proceso
con una rapida evolucion, que pueda vincularse
con un comportamiento mas agresivo, pueden
acudir al centro hospitalario mas frecuentemente,
para que sus mascotas reciban asistencia sanitaria
[20].



2. ANALISIS DE LOS

PARAMETROS PRONOSTICO:
CLINICOS, MORFOLOGICOS E
INMUNOHISTOQUIMICOS EN
CARCINOMAS MAMARIOS
CANINOS DURANTE EL PERIODO
COMPRENDIDO ENTRE 2008 Y 2012.

En este trabajo se han analizado factores
clinicos, morfologicos e inmunohistoquimicos
de los carcinomas mamarios en hembras de
la especie canina. El estudio incluye un total
de 59 variables que contemplan los factores
ya sefialados para cada paciente del estudio
(77 pacientes), con el propdsito de evaluar el
pronostico y la evolucion final de las mismas.
De esta manera, pretendemos determinar el
valor predictivo de dichas variables para aportar
informacion sobre el desarrollo de la enfermedad
y de los posibles tratamientos.

En la literatura cientifica existen numerosos
estudios en los que se valora la predisposicion de
las diferentes razas a padecer esta patologia [6,
8,9, 40, 41]. En nuestro estudio se ha realizado
un analisis por grupos de razas, observandose
que el grupo mas afectado es el Grupo 7
(Perros de Muestra). Aunque el Grupo 8 (Perros
Cobradores de Caza — Perros Levantadores
de Caza — Perros de Agua) es el que presenta
una mayor tasa de pacientes afectadas por
tumores mamarios (benignos y malignos); tras
el estudio histopatoldgico es el Grupo 7, como
ya hemos sefialado, el mas sensible a padecer
neoplasias mamarias malignas. A este grupo
le sigue el Grupo 8. Estos resultados estan en
concordancia con los obtenidos por Pérez Alenza
M.D. y col. (2000) [8], que sefialan que son las
razas de caza (Grupos 7 y 8) las que presentan
mayor incidencia de padecer esta patologia. Sin
embargo, nuestras observaciones difieren de los
resultados expuestos por Moe L. (2001) [6], que
encuentra un mayor riesgo de padecer este tipo
de tumores en razas como el Teckel y el Boxer.
En nuestro estudio, el Teckel (Grupo 4) destaca
por mostrar una baja incidencia de esta patologia
tumoral. También discrepamos de los estudios de
otros autores, que evidencian la mayor incidencia
en el Pastor Aleman (Grupo 1) [40, 41], o en
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razas como el Chihuahua [8] y el Caniche [9],
ambos pertenecientes al Grupo 9 de la FCI.

En lo referente al mestizaje de las pacientes,
evidenciamos mayor incidencia en individuos
de razas puras que en individuos mestizos, al
igual que lo senalado por diversos autores [8,
40, 43]. Por el contrario, Karayannopoulou,
M. y col. (1989) [44] obtienen resultados
diferentes, ya que en el estudio realizado por estos
autores son los mestizos los mas predispuestos,
diagnosticandose en ellos un mayor ntimero de
carcinomas. En nuestro estudio, si se analiza la
relacion de esta variable con las variables de
evolucion de las pacientes, se comprueba que
ésta no tiene influencia sobre ninguna de ellas
(“Desarrollo de nuevos tumores”, “Aparicion
de metastasis”, “Tiempo libre de enfermedad”
y “Tiempo de supervivencia total”).

La edad mediana de aparicion de los tumores
de mama detectada en nuestro estudio esta
en consonancia con la sefalada en diferentes
publicaciones [7, 9, 20], siendo la edad promedio
de 10 afios.

A pesar de que existe controversia entre
los distintos autores acerca de si la edad
se debe considerar un factor pronostico,
cuando analizamos la influencia de la edad
sobre las diferentes variables analizadas,
tanto morfologicas como histopatologicas,
observamos que la variable “Edad” no afecta al
diagnostico histopatologico, asi como tampoco
al estadiaje tumoral ni al grado histologico de
malignidad. Sin embargo, existe una evidencia
en los datos para asumir que si influye en la
aparicion de metéstasis en los ganglios linfaticos
regionales, no asi en las metastasis distantes,
siendo la edad promedio de las pacientes que
presentan metastasis en ganglios linfaticos
regionales mayor que la edad de las pacientes
que no la han desarrollado. Se podria pensar que
la relacion entre estas dos variables (“Edad” y la
“Aparicion de metastasis en ganglios linfaticos
regionales”) se debe a que normalmente se asocia
la edad avanzada a un peor pronéstico por la
inmunosenescencia asociada a la edad que afecta
a la inmunovigilancia del cancer [405].
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Varios investigadores describen la edad como
un factor independiente y fuertemente relacionado
con un mal prondstico en las perras con cancer
de mama, asociandose una edad avanzada a un
periodo libre de enfermedad y una supervivencia
mas corta tras la cirugia [11, 12, 15]. En nuestro
trabajo so6lo hemos hallado influencia sobre la
evolucion de la paciente en el hecho de que
viva o muera, siendo estadisticamente superior
la edad promedio de las pacientes que fallecen.
Sin embargo, no hemos detectado su influencia
sobre los tiempos libres de enfermedad y de
supervivencia total, ni al tipo de muerte, en el
caso de que esta se produzca, coincidiendo estos
datos con los expuestos por Philibert J.C. y col.
(2003), los cuales no hallan influencia de la edad
en la supervivencia [106]. Como es obvio, los
animales de edad mas avanzada se encuentran
proximos a la finalizacion de su vida, sea
exclusivamente por causas naturales (el propio
envejecimiento) o por estar la edad asociada
al desarrollo de diferentes patologias como las
oncoldgicas; en nuestro estudio las mamarias.

Como ya hemos comentado anteriormente,
al considerar el tamafio de las pacientes, se
comprueba que el 64,9% de estas corresponden
a animales de pequefio tamaflo, contrariamente
a lo descrito por Itoh T. y col. (2005), que
sefialan que son las razas de pequefio tamafio
las que presentan un indice de malignidad mas
bajo en comparacién con las razas de gran
tamafio [10]. Posiblemente, nuestros resultados
estdn condicionados a las preferencias de
los propietarios por ciertas razas caninas,
destacando en nuestra zona las razas para la
actividad cinegética, como las incluidas en el
Grupo 8 (Perros Cobradores de Caza — Perros
Levantadores de Caza — Perros de Agua) de
la FCI, en donde se incluyen muchas razas de
pequefio tamafio. Por otra parte, al considerar
la variable “Tamafio” del animal no hemos
observamos ninguna influencia estadisticamente
significativa sobre la aparicion de metastasis
distantes en el periodo de seguimiento del
estudio, ni en los tiempos libre de enfermedad
y de supervivencia total. Diferentes estudios
como el de Itoh T. y col. (2005) muestran que las
razas de pequeilo tamafio con tumores mamarios

malignos evidencian una supervivencia mas
larga que las de gran tamafio [10].

El 74,2% de las pacientes de este estudio no
han estado nunca gestantes, porcentaje similar al
evidenciado en otros trabajos consultados [37,
43]. En nuestro analisis hemos podido determinar
que el hecho de que la paciente sea nulipara, que
haya tenido pocas camadas o por el contrario
muchas, no afecta a la evolucion de estas, en
lo referente al tiempo libre de enfermedad y al
tiempo de supervivencia, pudiendo concluir que
el desarrollo o no de gestaciones y el nimero de
estas no ayuda a establecer un pronostico.

Algunos autores han demostrado que
factores reproductivos, entre los que destaca
la pseudogestacion, no incrementan el riesgo
de desarrollo de neoplasias [37, 52]; en nuestro
trabajo se evidencia que el 71,4% de las hembras
no han presentado nunca pseudogestaciones,
mientras que en aquellas pacientes que las han
padecido, esta variable no afecta al tiempo libre
de enfermedad ni al tiempo de supervivencia,
por lo que nuestros resultados son coincidentes
con los obtenidos en un trabajo anterior por
Veronesi M.C. y col. (2003) [52]. Pese a que
hay alguna referencia bibliografica en la que se
describe que el tratamiento con progestagenos
induce una mayor secrecion de hormona del
crecimiento ejerciendo un efecto directo en la
carcinogénesis mamaria [55], en nuestro estudio
tampoco hemos encontrado influencia sobre
las variables de evolucion antes sefialadas, en
las pacientes en las que se les ha administrado
tratamientos hormonales respecto a aquellas que
no lo han recibido.

Al considerar los antecedentes de las
pacientes, respecto al desarrollo de tumores
mamarios previos al momento del diagndstico
de la enfermedad, comprobamos que el 72,7%
de estas nunca habian desarrollado tumores en
esta localizacion y, en aquellas que si los habian
presentado, esta variable no afecta a la evolucion
del animal en cuanto a la aparicion de metastasis
distantes, al tiempo libre de enfermedad y al
tiempo de supervivencia total. Cabe destacar
que todas las pacientes que tenian antecedentes
de neoplasia mamaria habian sido sometidas a



diferentes técnicas quirargicas, y solo en un caso
se produjo la recidiva después de la mastectomia.

En nuestro estudio la mayoria de las hembras
(54,5%) muestran neoplasias en ambas cadenas
mamarias, aunque no se ha podido establecer
una asociacion entre la localizacion de las masas
tumorales con la evolucion de la paciente, como
si se ha establecido en un trabajo anterior [64], en
el que se describe un caracter predictivo para esta
variable. Hemos evidenciado que las glandulas
mas afectadas en ambas cadenas mamarias han
sido la cuarta y la quinta, por lo que coincide
con los anteriores estudios, que describen una
mayor afectacion en esta ubicacion por haber
un mayor volumen de tejido mamario a este
nivel, sin embargo, nosotros hemos obtenido
unos porcentajes de afectacion inferiores a los
descritos previamente (65-70%) [9, 63].

En la bibliografia se resefia que los tumores
mamarios se manifiestan en mas de la mitad
de los casos como multiples nddulos dentro de
una misma glandula mamaria [9]; en nuestro
examen, por el contrario, encontramos que en
el 76,6% de los procesos las mamas afectadas
presentan una Unica masa; similares resultados
han sido descritos por Philibert J.C. y col. (2003)
[106]. Por otra parte, no se ha hallado ninguna
asociacion entre ésta variable y el resto de
variables analizadas (“Presencia de metastasis”,
“Tiempo libre de enfermedad” y “Tiempo de
supervivencia total”).

La cirugia sigue siendo el tratamiento de
eleccion para eliminar los tumores mamarios
[9]. En nuestra investigacion todas las pacientes
han sido sometidas so6lo a tratamiento quirurgico
utilizando diferentes técnicas segun la extension
de la enfermedad y teniendo en cuenta la
recuperacion y calidad de vida de la paciente,
como se indica en la bibliografia [9, 87]. Se
ha practicado en mayor porcentaje (46,8%) la
mastectomia radical, seguido de la mastectomia
en bloque en un 16,9% de los animales afectados
por este proceso mamario. A pesar de la gran
controversia que existe acerca del empleo
de cirugias mas o menos radicales, hemos
comprobado que el tipo de técnica empleada no
afecta ni al tiempo libre de enfermedad ni al de
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supervivencia total, constatando lo ya descrito
por diferentes autores [84, 88], aunque no se ha
podido relacionar estadisticamente esta variable
con la tasa de recurrencia de la enfermedad.

No se ha demostrado que la realizacion
de una ovariohisterectomia simultanea al
tratamiento quirtrgico de la neoplasia mamaria
aporte grandes beneficios para la paciente, ya
que la mayor parte de las metéstasis no poseen
receptores hormonales, ni tampoco parece
tener un gran efecto sobre el prondstico del
individuo [9, 89]. En nuestro caso, solamente se
llevé a cabo la ovariohisterectomia simultanea
a la mastectomia en el 16% de las pacientes,
comprobandose que en ellas no se ha producido
un efecto sobre el tiempo libre de enfermedad
ni el de supervivencia, corroborando lo descrito
en estas publicaciones.

Las caracteristicas morfologicas: crecimiento
infiltrativo del tumor hacia tejidos adyacentes
[20, 37], velocidad de crecimiento rapida [20, 77],
aparicion de ulceras en piel [9, 20], y presencia
de areas de necrosis [20] son consideradas
criterios de malignidad y factores prondstico
de la enfermedad. En este trabajo no hemos
hallado implantacion o fijacion en el 75,7% de
las neoplasias y s6lo un 6,5% de los procesos
estan ulcerados. Casi un tercio de los tumores
presenta una velocidad de crecimiento lento
(34,4%), siendo este porcentaje muy similar al de
los tumores que han desarrollado una velocidad
de crecimiento rapido (37,7%). Tampoco se
aprecia un porcentaje elevado de lesiones con
areas de necrosis (35,06% frente al 64,9% en
donde no se evidencia este cambio). Mientras
que la velocidad de crecimiento tumoral si que
parece afectar al tiempo libre de enfermedad y
de supervivencia total de las pacientes, como se
describe en algunos articulos [20, 77], de forma
que las pacientes con tumores de crecimiento
mas rapido tienen tasas de supervivencia
menores que aquellos con crecimiento mas
lento, en el caso de la presencia de necrosis
hemos detectado que afecta a la supervivencia, y
aunque estadisticamente no podemos determinar
en que sentido, observando los datos de nuestras
muestras se aprecia que aquellas pacientes
con tumores que presentan amplias areas de
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necrosis macroscopica han alcanzado tiempos
de supervivencia total mas cortos que aquellas
en cuyos tumores existe ausencia de necrosis.
También hemos comprobado que un crecimiento
infiltrativo hacia tejidos adyacentes si influye
sobre estas variables evolutivas (sin conocer
el caracter de dicha influencia). Sin embargo,
la ulceracion no influye estadisticamente en la
evolucién de las pacientes, contrariamente a lo
que opinan otros autores [8, 11, 12, 46]

A pesar de que son los tumores benignos
los que suelen ser de pequefio tamafio, estan
bien circunscritos y presentan una consistencia
firme [9, 64], en nuestro estudio observamos
que el 64,9% de las lesiones tumorales se
muestran como masas definidas y consistentes,
alcanzando el 57,14% de las neoplasias un tamafio
menor de 3 cm. Al estudiar la relacion de las
caracteristicas macroscopicas de estos procesos,
observamos que estas si afectan a los tiempos
libres de enfermedad y de supervivencia total,
aunque no podemos saber en que forma influye
estadisticamente ya que hay categorias con
frecuencias muy bajas. Sin embargo, observando
los datos de la muestra se contempla como casi
la totalidad de las pacientes que consiguen un
tiempo de supervivencia mas elevado presentan
masas definidas y consistentes, mientras que
aquellas con masas no definidas y no consistentes
alcanzan tiempos de supervivencia total mucho
mas cortos.

En lo concerniente al diagnostico
histopatologico, se contempla en nuestras
pacientes una mayor representacion de los
carcinomas complejos, con un 24,68%, seguido
del carcinoma mixto (15,58%). Cabe destacar
que aquellos mas agresivos, como el carcinoma
inflamatorio (5,19%) y el carcinoma anaplasico
(3,9%) lo han padecido una tasa muy baja de
pacientes. En las publicaciones se describe a los
sarcomas como las neoplasias con peor prondstico
[15, 105], mientras que los carcinomas s6lidos
se relacionan con una menor supervivencia
que los carcinomas tubulares o papilares, asi
mismo, los carcinomas mixtos malignos y los
de células escamosas se consideran tumores
con un mal pronéstico [130]. Algunos autores
consideran que los tipos histologicos con mejor

prondstico son los carcinomas complejos,
seguido de los simples, y los carcinomas in situ
[15, 105]. En nuestro caso, s6lo se ha hallado
una relacion estadisticamente significativa entre
el diagnostico histopatoldgico de los tumores y
la evolucion de las pacientes, apreciandose que
solo influye sobre el tiempo de supervivencia
total, aunque no se determina cual es su relacion.

Sin embargo, si realizamos un estudio
observacional de la poblacién, apreciamos
que los tumores con una menor tasa de
supervivencia en general, teniendo en cuenta
que no se han incluido neoplasias de origen
mesenquimal, son los incluidos en el grupo
de tipos especiales de neoplasias epiteliales,
como el carcinoma inflamatorio y el carcinoma
de células escamosas, también ha tenido una
menor tasa de supervivencia el carcinoma
anaplasico. Estas observaciones son coincidentes
con las descritas en la literatura por diversos
autores [15, 105, 106]. Las pacientes que han
presentado carcinomas simples han tenido un
tiempo de supervivencia total menor a las que
han desarrollado carcinomas complejos.

Uno de los factores clinicos mas importantes
para determinar el prondstico de la enfermedad
es el tamafo del tumor primario. De esta
forma, diversos trabajos establecen que los
tumores de mayor tamafio (T3) son los que
tienen un prondstico clinico mas desfavorable
[13] y que los tumores mamarios malignos
son significativamente de mayor tamafio que
los benignos [38] e incluso, Chang S.C. y col.
(2005) observan que las pacientes con tumores
mayores de 5 cm. tienen mas probabilidades de
desarrollar metastasis distantes [ 14]. En nuestro
trabajo, a pesar de que todos los tumores son
de caracter maligno, el porcentaje mas elevado
lo alcanzan aquellos tumores con un didmetro
maximo menor de 3 cm. (57,14%), frente al
33,77% que son mayores de 5 cm. Resultados
similares obtuvieron Philibert J.C. y col. (2003)
con una representacion de 55,55% de tumores
con menos de 3 cm. de diametro [106].

En diversos estudios se establece que la
presencia de metastasis en los ganglios linfaticos
regionales estd asociada a un pronostico adverso,



relacionandose esta variable con el tiempo de
supervivencia total de la paciente o el periodo
de tiempo antes de la recurrencia del tumor [13,
37]. Nuestros resultados avalan estos trabajos,
evidenciandose que el tiempo de supervivencia
total en pacientes sin metastasis en los ganglios
linfaticos regionales es mayor que en aquellas
en las que ya ha habido diseminacion de la
neoplasia hacia estas estructuras orgéanicas.
Sin embargo, no hemos podido establecer una
asociacion significativa entre el estado de los
ganglios linfaticos regionales y el tiempo libre
de enfermedad.

En lo referente al estadio tumoral, Yamagami
T. y col. (1996) comprueban que los tumores
de mayor tamafio (T3) son los que presentan
un pronostico clinico mas desfavorable y que
el rango de supervivencia en los animales con
un estadio IV (N1) es marcadamente mas bajo
(35,7%) que en aquellos que no presentan
metastasis en ganglios linfaticos regionales
(NO) (94,4%) [13]. Se evidencia en este mismo
estudio, que a mayor estadiaje el pronostico
para la paciente es peor, siendo los grados de
supervivencia un afno después de la intervencion
quirargica del 13,6% para el estadio V, del 75,8%
para el estadio IV y del 97,9% para el estadio
I [13]. Por el contrario, Philibert J.C. y col.
(2003) contemplan una supervivencia media de
24 meses para el estadio I, de 12 meses para el
estadio II, de 15 meses para el IIl y de 19 meses
para el estadio IV [106]. En nuestro estudio el
47,83% de las pacientes se encuentran en estadio
I de la enfermedad, debido a la rapidez con que
los propietarios han llevado a sus mascotas a la
consulta una vez que han detectado el nodulo.
Al examinar esta variable, se aprecia que esta
si influye en los tiempos libres de enfermedad
y de supervivencia total, aunque no se puede
establecer de que forma afecta ya que hay
categorias con un porcentaje muy bajo de
individuos. Sin embargo, si observamos los datos
que nos aporta la muestra vemos que aquellas
pacientes con un tiempo de supervivencia mas
alto corresponden a las que presentaban un
estadio I de la enfermedad, mientras que casi
todas las pacientes en un estadio V han mostrado
un corto periodo de supervivencia.
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Segun diversos autores, el grado histologico
de malignidad de los tumores se considera un
importante factor pronostico [19, 20]. Nosotros
hemos podido corroborar los resultados de
dichas publicaciones, concluyendo que el grado
histoldgico de malignidad influye sobre variables
como la invasion peritumoral y linfatica, y
sobre los marcadores inmunohistoquimicos
como los receptores de estrogenos. Resaltar
que las neoplasias con un grado histologico de
malignidad bajo no han mostrado ni invasion
peritumoral ni linfatica, mientras que en aquellos
tumores con un alto grado histologico de
malignidad se ha detectado dicha invasion. En
cuanto a la capacidad de inmunorreaccion para el
receptor de estrogeno a, al valorar las pacientes
que son positivas para este anticuerpo, se
evidencia que mas de la mitad presentan tumores
con un grado de malignidad bajo, mientras que
casi todas las neoplasias que son negativas para
este receptor tienen un grado de malignidad alto.

Asimismo, el grado histologico de malignidad
influye sobre la aparicion de metéstasis distantes
durante el periodo de seguimiento y sobre los
tiempos libres de enfermedad y de supervivencia
total, concluyendo como cabia esperar, que el
tiempo de supervivencia es mayor a menor grado
de malignidad del proceso neoplésico.

En lo referente a la invasion peritumoral y
linfatica, estas se aprecian enun 33,77%y 28,57%
de los tumores analizados respectivamente. Estas
dos variables influyen sobre la evolucion de las
pacientes, apreciandose que afectan a la aparicion
de metastasis, el tiempo libre de enfermedad y
el tiempo de supervivencia total. En ambos
casos, la supervivencia es estadisticamente
mayor en las pacientes que no muestran ni
invasion peritumoral ni linfatica, corroborando
lo expuesto por otros autores [79].

Existe en la literatura cientifica fuertes
evidencias de que la presencia de infiltrado
inflamatorio en el tumor puede contribuir al
incremento de la angiogénesis, de la agresividad
tumoral y, por lo tanto, a un peor prondstico
[120]. En nuestro trabajo, observamos que un
tercio de los tumores (33,77%) presentan una
intensa reaccion inflamatoria y que, cuando
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existe inflamacidn, ésta se halla vinculada en
un 75,8% a zonas peritumorales. Se demuestra
que la presencia de reaccion inflamatoria en el
tumor si afecta a los tiempos libre de enfermedad
y de supervivencia total, de modo que a menor
evidencia de reaccion inflamatoria mayor es
el tiempo de supervivencia total, confirmando
lo aportado por los autores consultados. Sin
embargo, el hecho de que dicha inflamacion se
halle en una zona u otra de la lesion no afecta a
las variables mencionadas.

El estrégeno y la progesterona juegan un
papel importante en la patogénesis de los tumores
de mama [136, 137] por lo que se ha cuantificado
su presencia en dicho tejido y su relacién con
un posible poder prondstico [9, 37]. La pérdida
de estos receptores hormonales se asocia con la
progresion de la enfermedad [37], ademas de
ser util para identificar a aquellas pacientes que
pueden beneficiarse de la terapia antiestrogénica
[25]. Enun intento de aportar informacidn acerca
de estos marcadores inmunohistoquimicos, se
ha examinado la positividad de los ER y los
PR en las muestras tumorales obtenidas tras la
intervencion quirdrgica de nuestras pacientes.

Se comprueba que tan solo el 31,17% de los
tumores son positivos frente al ERa, mientras
que el porcentaje de pacientes con tumores
mamarios positivos para el PR asciende al
80,52%. Dichos resultados son superiores
a los expuestos por Martin de las Mulas J. y
col. (2005) [137], los cuales describen una
positividad del 22% para los receptores de
estrogenos y un 66% para los PR. Sin embargo,
se han publicado porcentajes muy variados de
expresiones para los ER; expresiones mas bajas
(10%) [178], expresiones mas altas (59%) [153]
y expresiones muy elevadas (87,5%) [141] en
tumores malignos. En cuanto a la expresion del
PR, nuestros datos difieren de los expuestos por
Millanta F. y col. (2005) que hallan expresiones
mas bajas para dicho receptor con un 41,6% de
positividad para carcinomas no invasivos y un
34,7% para carcinomas invasivos [155].

En un andlisis mas exhaustivo de nuestros
resultados, apreciamos que el 18,18% de los
procesos son negativos a ambos receptores,

mientras que el 28,57% de ellos son positivos para
ambos receptores y solamente se evidencia un
1,30% de las neoplasias positivas exclusivamente
para receptor de estrogeno a, frente al 51,95% que
lo han sido s6lo para receptor de progesterona.
Estos datos no avalan los publicados por
diferentes autores, que encuentran una expresion
de ambos receptores hormonales en el 46,9% de
los tumores primarios [23], porcentaje similar
es el aportado por Donnay I. y col. en 1993
[145]. Por otra parte, Toniti W. y col. (2009)
no encuentran expresion de ninguno de los dos
receptores en los tumores malignos estudiados
[127].

En este trabajo no se ha realizado un estudio
comparativo entre la expresion de estos receptores
hormonales a nivel de tumores de caracter
benigno y maligno, ya que nuestro analisis se
ha realizado exclusivamente sobre muestras de
neoplasias malignas, concretamente carcinomas.

Al igual que en el estudio llevado a cabo por
Martin de las Mulas J. y col. (2005) [137] no
hemos evidenciado ninguna relacion entre la
expresion de alguno de los receptores hormonales
con la edad de diagnostico de la enfermedad, el
mestizaje y el tamafio de las pacientes, asi como
tampoco con el numero de pseudogestaciones
padecidas por la paciente o con la multiplicidad
de los tumores. Por el contrario, nuestros
resultados contradicen los publicados por Nieto
A. y col. (2000), ya que no evidenciamos una
relacion estadisticamente significativa entre la
expresion del ERa y el desarrollo posterior de
metastasis distantes; sin embargo, estos autores
observan porcentajes mas bajos de expresion
de ER en los tumores primarios que dan lugar a
metastasis que en los que no metastatizan [141].

Por otra parte, hemos detectado que el hecho
de que el tumor sea positivo o negativo para el
ERa si afecta a los tiempos libres de enfermedad
y de supervivencia total, de manera que el
tiempo de supervivencia total y el tiempo libre
de enfermedad es mayor en las pacientes con
tumores positivos a estos receptores. Por lo que se
podria considerar a estos receptores hormonales
como factor prondstico de la evolucion de la
enfermedad. Sin embargo, en lo referente a los



PR, comprobamos que la presencia o no de estos
receptores no afecta a ninguna de las variable de
evolucion de las pacientes.

Sartin E. y col. ya indicaron en 1992, que
el estado de ER/PR se podia considerar como
un factor prondstico util para los carcinomas
mamarios en perras, pudiendo ser beneficioso
para identificar aquellas pacientes que pueden
responder a la terapia antiestrogénica [25]. A
pesar de estas afirmaciones, Millanta F. y col.
(2005) no pudieron establecer una asociacion
estadisticamente significativa entre la pérdida
de ambos receptores hormonales y un prondstico
mas desfavorable [155]. Pese a que en nuestra
investigacion hemos constatado que el 18,18% de
los tumores son negativos para ambos receptores,
debido a la escasez de datos en alguno de los
grupos valorados no se han podido relacionar
estos valores con las variables de evolucion de
las pacientes en un andlisis estadistico. Aunque si
analizamos nuestra muestra de poblacion vemos
que las pacientes cuyos tumores son negativos
a ambos receptores hormonales exhiben, en
general, un tiempo de supervivencia total mas
corto que aquellas con neoplasias positivas a
ambos receptores o0 a uno de ellos.

En este trabajo se ha empleado también
la técnica inmunohistoquimica para la
determinacion de la sobreexpresion de la
oncoproteina c-erbB-2, aprecidndose que tan
solo el 2,60% de los tumores sobreexpresan
la proteina, con una puntuacion de (3+). Sin
embargo, si consideramos como positivos los
tumores clasificados como 2+ esta cifra de
positividad se eleva a un 65%. Estos resultados se
asemejan a los obtenidos por el resto de autores
que hemos consultado, los cuales describen
porcentajes de positividad mas elevados. Asi,
Ahern T.E. y col. (1996) [124] confirman
positividad en el 74% de tumores por ellos
analizados. Sin embargo, Dutra A.P. y col. (2004)
evidencian un porcentaje inferior (35,4%), de
los cuales el 25,3% son 3+ [28]. El porcentaje
ya sefialado con anterioridad por Rungsipipat A.
y col. (1999) ha sido mas bajo, concretamente
el 19,1% [58]. Otros autores también describen
una sobreexpresion para la oncoproteina inferior
a la detectada en nuestro estudio, considerando
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como positivo una inmunorreaccion 2+ y 3+
con porcentajes variados que oscilan entre
el 17,6% [29], el 29,7% [250], y el 42,59%
propuesto por Kumar P. y col. (2009), en
cuyo estudio no aparecidé ningun tumor que
mostrara una inmunotincion de 3+ [258]. Estas
variaciones entre los diferentes trabajos pueden
deberse a la aplicacion de distintos protocolos
de estandarizacion y a la variacion subjetiva
en la evaluacién de la inmunotincion de las
c¢lulas neoplasicas. La diferencia entre nuestros
resultados y los descritos por Ahern T. y col.
(1996) [124] con respecto al resto de trabajos
puede deberse al bajo nimero de individuos
analizados en el estudio de el caso de Ahern T.
y col. (1996), con 24 pacientes unicamente y,
en general, a los diferentes métodos utilizados
para la deteccion de la sobreexpresion de la
oncoproteina en el caso de Dutra A.P. y col.
(2004) [28].

Nuestros resultados, si solo se tiene en cuenta
que hemos considerado a los positivos como los
que presentan una valoracion de la inmunotincion
3+, estan mas en concordancia con los obtenidos
por Nowak M. y col. (2005) en los que muestran
solo un 10% de tumores [259], aunque los
nuestros siguen siendo inferiores, quiza debido
a la variacion en el tipo de anticuerpo empleado,
protocolo seguido o sistema de puntuacién que
se ha utilizado.

No hemos podido analizar la influencia
estadistica de la sobreexpresion de esta
oncoproteina con ninguna de las variables
morfologicas; sin embargo, en el trabajo de Dutra
A.P. y col. (2004) remarcan que la expresion
de erbB-2 se relaciona con un elevado grado
de pleomorfismo nuclear e indice mitdtico, asi
como con una baja tasa de formacion tubular
en tumores mamarios caninos [28], es decir, un
grado histoldgico de malignidad alto. En nuestro
estudio, las dos pacientes cuyas neoplasias
son positivas con una inmunorreaccion de 3+
presentan un grado histologico de malignidad
de [Ty III.

Asimismo, tampoco hemos podido establecer
una relacion entre esta variable y la expresion de
receptores hormonales, como si se ha demostrado
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en el cancer mamario de la mujer, en el cual se
comprueba que aquellos procesos malignos con
altos niveles de sobreexpresion o amplificacion
de la oncoproteina se relacionan con niveles
mas bajos de ER/PR [270]. En nuestro trabajo,
se observa que aquellos tumores positivos a la
sobreexpresion de la oncoproteina c-erbB-2 son
ambos negativos para ERa, siendo uno de ellos
positivo para PR (5 puntos); por otra parte, las
pacientes con tumores 3+ tuvieron un tiempo
de supervivencia total de 1 mes (ERa negativo/
PR positivo) y de 20 meses (ER/PR negativos).
Martin de las Mulas J. y col. (2003) describen
en su estudio que todos los tumores positivos a
c-erbB-2 (2+ y 3+) muestran un tamafio mayor
a 3 cm., presentan un grado de malignidad alto
(ITI), tienen un crecimiento infiltrativo y ausencia
de receptores de estrogenos y de progesterona
[29]. En nuestro estudio, si se consideran como
positivos a los tumores con inmunorreaccion 2+
y 3+, se aprecia que no afecta estadisticamente
al grado histologico de malignidad, ni al resto
de marcadores inmunohistoquimicos analizados,
asi como tampoco afecta a la evolucion de las
pacientes.

Por otra parte, valorando inicamente los
tumores 3+ como positivos a la expresion de la
oncoproteina, tampoco se ha podido establecer
una asociacion entre su sobreexpresion y la
evolucioén de las pacientes, con el fin de valorar
dicha expresion como factor prondstico, como
han descrito diversos autores [28, 250], ya que
la sobreexpresion de la oncoproteina no afecta
al tiempo libre de enfermedad ni al tiempo de
supervivencia total.

En su relacion con la enzima COX-2, si
se contempla s6lo a estos tumores 3+, se
observa que dichas neoplasias tienen una
inmorreactividad para la enzima COX-2 baja,
con una puntuacion entre 0 y 6 puntos.

Diversas investigaciones proporcionan
evidencias de que la expresion de la enzima
COX-2 es mas frecuente y se muestra con mayor
intensidad en los tumores malignos que en los de
caracter benigno, variando la proporcion de su
expresion entre el 56% y el 100% de las muestras
de tumores mamarios (benignos y malignos)

analizadas [97-100, 122, 345], mostrando los
estudios analizados una relacion estadisticamente
significativa entre una elevada expresion de la
enzima y unos tiempos de supervivencia y libre
de enfermedad bajos, asi como una influencia
en el desarrollo de metastasis distantes durante
el periodo de seguimiento [27, 100]. Nuestros
resultados difieren de estas evidencias, ya que
casi la mitad de los tumores analizados (48,05%)
no muestran inmunotincién para la enzima
COX-2 y solamente un 2,60% de las neoplasias
obtienen una puntuacion para la inmunotincion
de 9.

En el estudio de Queiroga F.L. y col. (2010)
[100] establecen una categorizacion que
permite diferenciar los tumores con baja y alta
inmunorreactividad, pero sus resultados difieren
de los que hemos obtenido, ya que en nuestro
analisis el 97,4% de las neoplasias presenta una
inmunorreactividad baja (0-6 puntos), mientras
que en el estudio de Queiroga F.L. y col. (2010)
las neoplasias con una inmunorreactividad alta
ascienden al 70,37% [100]. So6lo hemos podido
analizar la influencia de esta variable sobre los
tiempos libre de enfermedad y de supervivencia
total, comprobandose que si afecta a ambas
variables, aunque no podemos determinar en
que sentido.

Si se incluye en el grupo de inmunorreaccion
alta a las puntuaciones iguales o superiores
a 6, se establece que la expresion de COX-2
no afecta al grado histologico de malignidad
ni a la sobreexpresion de la oncoproteina
c-erbB-2, aunque si influye en la positividad
al ERa, siendo 0,3048 veces mas probable
obtener una inmunorreactividad alta si el ERa
es positivo. También se aprecia que no afecta
estadisticamente a la aparicion de metéstasis
distantes durante el periodo de seguimiento del
estudio, pero si a los tiempos libre de enfermedad
y de supervivencia total, de manera que si la
inmunorreactividad de la COX-2 es baja los
tiempos de evolucion son mayores.
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V1. Conclusiones

1-La patologia oncoldgica es el motivo mas frecuente de consulta en el Servicio de Cirugia del
Hospital Clinico Veterinario de la UEx en el periodo analizado, siendo el tejido glandular mamario el
mas propenso al padecimiento de esta patologia.

2-La variable epidemioldgica mestizaje debe ser tenida en cuenta como factor de riesgo en la
progresion de neoplasias malignas en general y de las del tejido mamario en particular, siendo las
pacientes oncoldgicas clasificadas como mestizas las mas susceptibles a padecer cualquier tipo de
proceso oncoldgico maligno, fundamentalmente a nivel del tejido mamario.

3-La variable tamafio del animal también debe ser considerada como un factor de riesgo en el
diagnostico de tumores de mama respecto al padecimiento de otros tipos de neoplasias, siendo las
pacientes clasificadas como grandes (>25Kg) las méas predispuestas no sélo al padecimiento de tumores
mamarios, sino también las mas sensibles para el desarrollo de procesos malignos en este tejido.

4-La edad debe ser estimada como un factor de riesgo negativo en la valoracion de los procesos
neoplésicos en general, siendo mas probable que la paciente desarrolle una neoplasia maligna cuando
¢ésta presenta una edad avanzada, apreciandose esta misma tendencia en el caso de las pacientes con
neoplasias mamarias malignas.

5-Los carcinomas mamarios afectan con mayor frecuencia a hembras de raza pura pertenecientes
al grupo de Perros de Muestra (Grupo 7), de pequeio tamaiio y con una edad promedio de 10 afios.

6-La edad de la paciente con carcinoma mamario se correlaciona positivamente con la variable
evolutiva tiempo de supervivencia total, afectando también a la evolucion final de la paciente
(mortalidad).

7-La velocidad de crecimiento tumoral influye negativamente en las variables evolutivas tiempo
libre de enfermedad y tiempo de supervivencia total.

8-Las caracteristicas morfoldgicas infiltracion del tumor en los tejidos adyacentes, presencia
macroscopica de necrosis y estadiaje tumoral influyen sobre las variables evolutivas tiempo libre de
enfermedad y tiempo de supervivencia total, aunque estadisticamente no se puede determinar el sentido
de la asociacion. La presencia de metastasis en ganglios linfaticos regionales se vincula negativamente
a un menor tiempo de supervivencia total.
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9-Los parametros grado histologico de malignidad, invasion vascular y presencia de infiltrado
inflamatorio en la neoplasia, afectan negativamente a las variables evolutivas tiempo libre de enfermedad
y tiempo de supervivencia total, mientras que el diagnostico histopatoldgico solo influye sobre el
tiempo de supervivencia total, aunque no se determina cual es su relacion.

10-La ausencia de expresion del receptor de estrégeno a en el tumor se relaciona con unos tiempos
libre de enfermedad y de supervivencia total menores, por lo que se considera a este marcador con un
factor pronoéstico para el carcinoma de mama en la perra.

11-La expresion del receptor de progesterona y la sobreexpresion de la oncoproteina c-erbB-2 y de
la enzima COX-2 en el tumor no influyen sobre las variables evolutivas tiempo libre de enfermedad
y tiempo de supervivencia total.
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VI1I. Resumen

El objetivo final de este estudio ha sido analizar si la interaccion de ciertos factores clinicos,
morfolégicos e inmunohistoquimicos tienen influencia sobre la evolucion del carcinoma mamario en
la especie canina.

En este trabajo se ha realizado un examen retrospectivo previo sobre 858 pacientes para determinar
la incidencia e importancia de la patologia oncolégica mamaria en las hembras de la especie canina,
mediante el andlisis de variables epidemioldgicas (raza, mestizaje, edad y tamaio), clinicas (tipo de
patologia y tipo de tumor) e histopatoldgica (malignidad tumoral). Para ello se han formado cuatro
grupos de pacientes: grupo general (n=858), grupo de pacientes no oncologicas (n=482), grupo de
pacientes oncoldgicas (n=376) y grupo de pacientes con neoplasias mamarias (n=227). Por otra parte,
se lleva a cabo un estudio prospectivo de 77 pacientes con carcinomas mamarios en los que se valoran
parametros epidemiologicos, clinicos, morfopatoldgicos, histopatolégicos, inmunohistoquimicos
y evolutivos. En este estudio prospectivo se realiza un andlisis descriptivo de todas las variables e
inferencias, comparando principalmente los marcadores inmunohistoquimicos (ERa, PR, c-erbB-2 y
COX-2) con la evolucion de las pacientes, con el fin de obtener informacion sobre su valor prondstico.
Asi mismo se realiza un analisis de la supervivencia.

En nuestro estudio, la oncologia se presenta como la patologia mas frecuente para las hembras
de la especie canina en la consulta de cirugia del Hospital Clinico Veterinario de la UEx, con una
mayor representacion de los tumores mamarios. Se evidencia que las perras mestizas con tumores
son mas propensas que las de raza pura al padecimiento de neoplasias mamarias y que estas son mas
frecuentemente de comportamiento maligno; asi mismo, son aquellas pacientes de tamafio grande
las que muestran una mayor predisposicion a padecer tumores mamarios malignos. La edad influye
negativamente en la malignidad de cualquier tipo de proceso neoplasico. En el andlisis que se ha
realizado en 77 pacientes con carcinomas mamarios se comprueba que esta patologia es mas habitual
en hembras de raza pura pertenecientes al grupo de Perros de Muestra (Grupo 7), de pequeiio tamafio y
con una edad promedio de 10 afios, relacionandose negativamente la edad con el tiempo de supervivencia
total y con la mortalidad. Considerando las variables clinicas, inicamente la velocidad de crecimiento
influye negativamente en los tiempos libres de enfermedad y de supervivencia total. Atendiendo a
las variables morfologicas, tanto la implantacion del tumor, como la necrosis y el estadiaje tumoral
influyen en la evolucion, asocidndose negativamente la presencia de metéstasis en ganglios linfaticos
regionales con el tiempo de supervivencia total. También influyen negativamente sobre la evolucion de
la paciente el grado histologico de malignidad, la invasion vascular y el infiltrado inflamatorio. En el
estudio inmunohistoquimico, la ausencia de ERa se relaciona con unos tiempos libre de enfermedad y
de supervivencia total menores, mientras que el resto de marcadores analizados, el PR, la oncoproteina
c-erbB-2 y la enzima COX-2, no influyen en la evolucion de las pacientes.

En conclusion, el cancer es el motivo de consulta mas comtn en hembras de la especie canina en
el servicio de cirugia de nuestro Hospital, siendo los tumores de mama los mas frecuentes en nuestras
pacientes. En nuestro trabajo hemos podido evidenciar que la edad, la velocidad de crecimiento
tumoral, la fijacion a tejidos, la necrosis, el estadiaje tumoral, la presencia de metastasis en ganglios
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linfaticos regionales, el grado histologico de malignidad, la invasion vascular, la presencia de infiltrado
inflamatorio y el diagndstico histopatologico, junto con la ausencia de la expresion para los receptores o
de estrogenos, son factores pronostico para establecer la evolucion de las pacientes con esta enfermedad
oncologica de la glandula mamaria.



Summary 121

VII. Summary

The final purpose of this study has been to analyze whether the interaction of certain clinical,
morphological and immunohistochemical factors influence the development of canine mammary
carcinoma.

This paper has made a previous retrospective review of 858 patients to determine the incidence and
importance of mammary cancer pathology in females of the canine species, by analyzing epidemiological
(breed, crossbreeding, age and size), clinical (type of pathology and type of tumor), histopathological
(tumoral malignancy) variables. For this aim they have been formed four groups of patients: general
group (n=858), group of non-cancer patients (n=482), group of cancer patients (n=376) and group of
patients with mammary neoplasms (n=227). On the other hand, it performed a prospective study of 77
patients with breast carcinoma in which epidemiological, clinical, morphopathologic, histopathological,
immunohistochemical and evolutive parameters are valued. In this prospective study a descriptive
analysis of all variables and inferences, mainly comparing the immunohistochemical markers (ERa,
PR, c-erbB-2 and COX-2) with the evolution of the patients, in order to obtain information about its
prognostic value. Likewise survival analysis is performed.

In our study, oncology is presented as the most common pathology for females of the canine species
in consulting surgery in the Veterinary Hospital of the UEX, with greater representation of mammary
tumor pathology. It is evident that crossmixed dogs with tumors are more likely than the pure breed
condition to suffer mammary tumors and that these are more often malignant behavior; likewise,
those large patients show greater predisposition to malignant mammary tumors. The age negatively
influences the malignancy of any type of neoplastic process. The analysis was performed in 77 patients
with mammary carcinoma is found that this condition is more common in purebred females belonging
to the group Pointing Dogs (Group 7), small size and with an average age of 10 years, interacting
negatively age with overall survival time and mortality. Considering the clinical variables, only the
growth rate negatively affects disease-free time and overall survival. Considering the morphological
variables, both tumor implantation, such as staging and tumor necrosis influence the evolution
negatively associating the presence of metastases in regional lymph nodes with overall survival time.
Also negatively influence the evolution of the patient the histological grade of malignancy, vascular
invasion and the inflammatory infiltrate. In the immunohistochemical study, the absence of ERa is
related to a disease-free and lower overall survival times, while other markers analyzed, the PR, the
oncoprotein c-erbB-2 and COX-2, does not influence in the evolution of patients.

In conclusion, cancer is the most common reason for consultation in females of the canine species
in the surgery department of our hospital, with the most common tumors of the mammary gland in our
patients. In our work we have been able to demonstrate that age, the rate of tumor growth, attachment
to tissue necrosis, tumor staging, the presence of metastases in regional lymph nodes, histological
grade of malignancy, vascular invasion, the presence of inflammatory infiltration and histopathological
diagnosis, together with the absence of the expression for estrogen receptor o, are prognostic factors
to establish the evolution of patients with this cancer disease of the mammary gland.
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ANEXO 1
FICHA DE TUMORES MAMARIOS

DATOS DEL PACIENTE N2 Ficha:
Fecha:

Propietario: TIf

Especie: Raza: Edad: Peso:

Procedencia:

Estado:
Ciclos regulares: si no

Fecha ultimos celo:

entera castrada

Localizacion geografica:

cuando:

Intervalos interestros:

Gestaciones: si no

Partos: si no ne

Tamafio medio de camadas:

ng

fecha ultimo parto:

Pseudogestaciones: si___ no____ ¢Cuantas?
Tratamientos hormonales: si__ no__
¢Cual/es?:
¢Cuantos?

Fecha ultimo tratamiento

Alimentacion:

Otras patologias:

Tumores mamarios anteriores: si

no

Localizacién:

Tiempo transcurrido:

Tratamiento:

Diagndstico anatomopatoldgico:
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EXPLORACION FiSICA

Estado general: Temperatura Mucosas TRC:

Auscultacién: Pulmonar

Cardiaca

Pérdida de peso: si__ no (desde ctiando?

Otros signos clinicos:

Analitica sanguinea: - Hematologia:

Bioquimica:

Pruebas coagulacion:

Rx: -Toérax:

-Abdomen:

Ecografia: - Torax:

-Abdomen:

ECG:
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CMD

I (toracica)

Tamafio (cm)

Tipo de
presentacion
(simple/maltiple)

Consistencia

Forma

Adherencias

T’d

Caract. piel

Fecha apariciéon

Crecimiento

Citologia previa

Afectacion ganglios linfaticos (a la palpacion): si

Axilar

Inguinal

Otros

no




150 Anexos

DATOS DEL TUMOR

CMI I(toracica) | 2 3

Tamafio (cm)

Tipo de
presentacion
(simple/maltiple)

Consistencia

Forma

Adherencias

Ta

Caract. piel

Fecha aparicion

Crecimiento

Citologia previa

Afectacion ganglios linfaticos (a la palpacion): si
Axilar Inguinal Otros

Otros tumores primarios:

no
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TRATAMIENTO
Quirargico: si no
Descripcion:
OVH simultanea: si no
OVH posterior: si no (Cuando?:

Complicaciones quirtrgicas:

Complicaciones postquirirgicas:

Otros: - Quimioterapia:

Protocolo:

Duracion:

-Radioterapia:

Protocolo:

Duracion:

-Otros tratamientos:

DIAGNOSTICO ANATOMOPATOLOGICO:

Descripcion:
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EVOLUCION DEL PACIENTE Fecha:

Estado general: Temperatura Mucosas TRC:

Auscultacion: Pulmonar

Cardiaca

Pérdida de peso: si no (desde cuiando?

Otros signos clinicos:

Analitica sanguinea: - Hematologia:

Bioquimica:

Pruebas coagulacion:

Rx: -Toérax:

-Abdomen:

Ecografia: - Torax:

-Abdomen:

ECG:

Desarrollo de otras neoplasias: mamarias:

Otras:

Aparicién metastasis: si no
;Donde?

Evolucién: Muerte:

Eutanasia: si no

Necropsia: si no Hallazgos:
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ANEXO 2
IMAGENES DEL ESTUDIO HISTOPATOLOGICO

Figura 87. Apariencia de las estructuras tubulares Figura 88. Presencia de células epiteliales y
que conforman un carcinoma tubular. H-E. conectivas malignas en un carcinosarcoma. H-E.

Figura 89. Imagen caracteristica de un carcinoma de células Figura 90. Detalle del aspecto indiferenciado de
escamosas desarrollado en la glandula mamaria. H-E. células malignas en un carcinoma anaplasico. H-E.
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Figura 91. Células malignas densamente agrupadas Figura 92. Extensa diseminacion de células malignas en la
constituyendo placas delimitadas por un fino luz de un vaso linfatico en un carcinoma inflamatorio. H-E.
estroma vascular en un carcinoma solido. H-E.

Figura 93. Disposicion caracteristica de las Figura 94. Intensa fibrosis del estroma
células neoplasicas entorno a una pequeina en un carcinoma tubular. H-E.
luz en un carcinoma cribiforme. H-E.



Anexos 155

ANEXO 3
IMAGENES DEL ESTUDIO INMUNOHISTOQUIMICO

Figura 95. Positividad moderada para receptor de Figura 96. Inmunorreaccion nuclear débil en un
estrogeno o.en células de un carcinoma papilar intraductal. carcinoma de tipo mixto para receptor de estrogeno o.

Figura 97. Ausencia de inmunorreaccion para receptor de Figura 98. Reaccion negativa en un carcinoma
estrogeno a.encélulas deun carcinomamicropapilar invasivo. anaplasico para receptor de estrogeno o.
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Figura 99. Positividad intensa de niicleos de un carcinoma Figura 100. Inmunorreaccion nuclear de
papilar intraductal para receptor de progesterona. débil a moderada en un carcinoma papilar
intraductal para receptor de progesterona.

Figura 101. Reaccion débil para receptor de Figura 102. Ausencia de inmunorreaccion para
progesterona en las células de un carcinoma anaplasico. receptor de progesterona en células malignas de
un carcinoma inflamatorio. Reaccion positiva de
nucleos de células de glandula mamaria no lesionada.
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Figura 103. Reaccion débil para la Figura 104. Areas de intensa inmunorreaccion para la
oncoproteina c-erbB-2 en la membrana de oncoproteina c-erbB-2 en un carcinoma tubulo-papilar.
células de un carcinoma de células escamosas.

Figura 105. Inmunorreaccion de intensidad variable en Figura 106. Reaccion positiva para la oncoproteina
un carcinoma tubular para la oncoproteina c-erbB-2. c-erbB-2 en células cancerosas de un carcinoma
Presencia de células que muestran una intensa positividad. inflamatorio situadas en la luz de un vaso linfatico.
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Figura 107. Reaccion citoplasmatica positiva para Figura 108. Intensainmunorreaccion enunfoco de células de
el anticuerpo COX-2 en un carcinoma de tipo mixto. un carcinoma papilar intraductal para el anticuerpo COX-2.

Figura 109. Positividad para el anticuerpo COX-2 en células Figura 110. Inmunorreaccion positiva para
neoplasicas malignas enun carcinomamicropapilar invasivo. el anticuerpo COX-2 en un carcinoma anaplasico.






