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RESUMEN

CABALLERO SEGUNDO JESSICA ELIZABETH. Correlacion cito-histoldgica e indice
de proliferacion de neoplasias de glandula mamaria en perras, diagnosticadas en el
Departamento de Patologia (bajo la direccion de: MVZ Laura Patricia Romero Romero y

MVZ M en C Yaritza Josefina Salas Araujo).

Las neoplasias de glandula mamaria representan el 50% del total de tumores en las perras,
por ello se considera de suma importancia realizar un diagnostico rapido, confiable y poco
invasivo para la paciente. El estudio citolégico de las lesiones mamarias, se ha convertido
en la principal herramienta diagndstica debido a su facilidad de obtencion y procesamiento
de la muestra. Ademas, esta técnica permite diferenciar rapidamente entre un proceso
neoplasico maligno o benigno y un proceso inflamatorio, una vez identificada la naturaleza
de la lesion, se puede tomar la decision terapéutica apropiada, asi como realizar pruebas
complementarias que permitan establecer un prondstico acertado. La técnica de
inmunocitoquimica con el marcador Ki67 es una herramienta de gran utilidad en el
pronostico de las neoplasias de glandula mamaria; la literatura indica que a mayor
positividad, el comportamiento bioldgico del tumor es mas agresivo y por tanto la
sobrevida del paciente se ve reducida. El objetivo de este estudio fue determinar la
correlacion cito-histologica de tumores de glandula mamaria en perras remitidas al

Departamento de Patologia de la FMVZ-UNAM entre abril de 2013 y noviembre de 2014,




asociar el comportamiento bioldgico de la neoplasia mamaria con el indice de proliferacion celular
en el estudio citoldgico a través del marcador Ki67, asi como determinar las frecuencias de edad,
raza y estado hormonal de las perras.

Las muestras citologicas fueron obtenidas a través de improntas de biopsias quirdrgicas de
tumores mamarias remitidas para su estudio histopatolégico. Asimismo, se recolectaron
datos de utilidad diagnoéstica y pronostica para dichas neoplasias, tales como edad, estado
reproductivo y comportamiento de la lesion.

En un total de 30 casos se obtuvo una correlacion cito-histologica de 0.76, con sélo un
3.3% de falsos negativos y un 20% de falsos positivos. Por otro lado, se encontr6 que el
comportamiento biolégico maligno estd relacionado con un indice alto de proliferacién
celular. La raza mas frecuentemente afectada en el estudio fue el poodle, representando el
26% de la poblacion; las perras de talla pequefia y mediana fueron las méas afectadas y la
edad de presentacion mas frecuente fue en perras mayores de 11 afios, con un 43% de la
poblacion estudiada. Por altimo, las perras enteras o castradas después del tercer celo,
correspondieron al 90%. Se concluye que el coeficiente de correlacion cito-histologica en el
diagnostico de neoplasias de glandula mamaria fue del 76%; Ki67 es un inmunomarcador
util en citologias de tumor mamario canino, que se sugiere implementar como una prueba
de rutina. Finalmente, se determind que los principales factores de riesgo en esta poblacién

fueron hembras caninas de raza pura, no castradas, mayores de 9 afios de edad.




INTRODUCCION

Las neoplasias de glandula mamaria se informan cominmente en perros y humanos,
teniendo un comportamiento tres veces mas agresivo en la perra que en la mujer’, y
representan el 50% del total de los tumores en las perras."** Las glandulas mamarias
caudales son generalmente las més afectadas, presentando lesiones cominmente malignas.’
Las lesiones en glandula mamaria suelen detectarse durante el examen fisico general y
pueden describirse como lesiones firmes, de bordes irregulares.>*> Existen diversos
factores que influyen en la presentacion de tumores en los perros.“*** Los estudios refieren
como principales factores predisponentes el estado hormonal y la edad;** una perra
castrada antes del primer ciclo estral disminuye la probabilidad de padecer tumores
mamarios a sélo 0.05%; si la castracién se realiza después del tercer ciclo estral, la
probabilidad aumenta a 26%, teniendo un efecto preventivo nulo posterior a este ciclo.®"®
La castracion posterior a la presentacion de una lesion neoplasica en glandula mamaria no
garantiza una evolucién lenta del tumor y no influye en el tiempo de sobrevida de las
pacientes.”® Otro factor relevante es la edad, ya que las hembras no castradas de entre 9 y
11 afios son las principalmente afectadas.’*° En cuanto a la raza, otros estudios sefialan al
poodle, pointer, setter inglés, pastor aleman, setter irlandés, springer spaniel, labrador
retriever, gigante de los pirineos y samoyedos, como las principales razas afectadas, aunque
la frecuencia de la enfermedad en cada una de las razas puede atribuirse a la preferencia de

la sociedad por algunas de ellas.®**

Al igual que en los humanos, el cancer de mama en perras representa un grupo heterogéneo
de tumores en cuanto a morfologia y comportamiento bioldgico. Histologicamente, las
neoplasias mamarias se clasifican en epiteliales malignas, tipos especiales de neoplasias
epiteliales, neoplasias mesenquimales malignas, tumor mixto maligno (carcinosarcoma) y

neoplasias benignas.’

Realizar un diagnostico oportuno de la lesion permite tratar al paciente adecuadamente y
aumentar la probabilidad de supervivencia.’®'**?!3 a citologia se ha convertido en la

principal herramienta diagnoéstica para diferenciar lesiones tumorales, gracias al bajo grado
3




de invasividad que representa y el corto periodo de tiempo en que se puede obtener un

resultado que ayude a tomar la primera decision terapéutica,'>***

16,17,18 El

ya que se puede
diferenciar un proceso inflamatorio de uno neoplasico. estudio citologico se puede
obtener mediante aspiracion con aguja delgada (ACAD) o impronta, mismas que cuentan
con valor diagnostico similar; para la citologia por ACAD se conoce una sensibilidad de
96,8% Yy una especificidad de 100% , mientras que en la impronta se tiene una sensibilidad
de 98,4% y una especificidad de 100%."° El bajo porcentaje de falsos positivos (0-24%) en
improntas intra-operatorias aprueban el uso de esta técnica para discernir el tipo de lesion,
aungue el porcentaje de falsos positivos se puede ver afectado por los errores diagnésticos

del observador o por el material que cuente con células escasas.”

Las tinciones de Papanicolaou y Diff-Quik se han convertido en procesos de rutina para la
evaluacion de las muestras citologicas, debido a la excelente definicion celular que brindan
para obtener un diagnéstico.'”*® En caso de lesién neoplésica, la obtencién apropiada de un

aspirado, ademés de determinar la estirpe del tumor,*®

permite observar las caracteristicas
celulares de malignidad, como son las particularidades del nacleo, nucléolo, de la
cromatina y del citoplasma; por ejemplo, anisocariosis, anisocitosis, mitosis atipicas,
macronucléolos, uno o varios nucléolos evidentes, canibalismo y células en “anillo de
sello”.**#%2 Sin embargo, debido a diversos factores que interfieren en la obtencion v el
proceso de la muestra, tales como cantidad insuficiente de células intactas, contaminacion
excesiva con sangre, frotis espesos, artificios o mala conservacién celular, para el
diagnostico definitivo se requiere realizar el estudio histopatolégico mediante una biopsia
quirdrgica.’®?*? Existen diversos métodos de obtencion de biopsias, en la perra se realiza
generalmente una biopsia excisional, la cual consiste en retirar la glandula mamaria
afectada completa.?#* La obtencién del tumor completo permite tomar muestras de las
diversas areas y asi clasificarlo, determinar el indice mitotico, caracteristica importante para
definir la malignidad, asi como establecer la extension de la misma o el grado de invasion
hacia tejidos adyacentes, e inclusive, pronosticar metastasis al observar permeacion a los

vasos sanguineos y linfaticos locales.*?




Los inmunomarcadores en medicina veterinaria se han utilizado con fines prondsticos para
tumores de glandula mamaria.?* Mediante el uso de marcadores inmunocitoquimicos se
pueden identificar ciertas caracteristicas, tales como el indice de proliferacion celular a
través de Ki67.2* La proteina Ki67 es un péptido recombinante humano que corresponde a
un fragmento de cDNA de Ki67 de 1002 pares de bases.”® Su nombre deriva de la ciudad
Kiel, donde se identifico, y el nimero de la placa entre los 96 pocillos. El Ki67 es una
proteina nuclear con peso molecular de 350-370 kDa, que pertenece a un grupo molecular
de proteinas mitoticas asociadas al cromosoma. Este se expresa en todas las fases activas
del ciclo celular (G1, S, G2, y la mitosis), y esta ausente de las células en reposo; por ello,
Ki67 es un excelente indicador de proliferacion celular.?*?®%" Su utilidad en el diagndstico
de neoplasias de glandula mamaria permite conocer el grado de proliferacion celular, lo que
brinda una orientacion para el protocolo de tratamiento de cada tipo de neoplasia.”®?’ El
anticuerpo para Ki67 es un marcador por excelencia para determinar el indice de
proliferacion celular de una poblacion celular neoplasica; éste se identifica positivamente
dentro del nucleo y se expresa como una tincion positiva unicamente cuando la célula se
encuentra en actividad mitotica.”*?® La expresion de Ki67 generalmente se correlaciona con
la evolucion clinica de la enfermedad; se espera que una poblacién celular altamente

positiva curse con una evolucién mas agresiva del tumor. 242729

La rapida evolucion de las lesiones neoplasicas malignas exige el uso de técnicas rapidas y
asertivas. Como ya es conocido, las técnicas citoldgicas brindan una herramienta
fundamental en el diagndstico oportuno de lesiones tumorales en glandula mamaria; al
utilizar inmunomarcadores para citologia, se busca establecer una herramienta que permita
no solo identificar el tipo de lesion, sino también obtener un criterio que permita advertir
el posible comportamiento bioldgico de una lesion.?”?®? En este sentido, se plantean los

siguientes objetivos.




OBJETIVO GENERAL

Determinar la correlacion cito-histoldgica e indice de proliferacion celular de neoplasias
benignas y malignas de glandula mamaria en perras, diagnosticadas en el Departamento de
Patologia de la FMVZ de la UNAM, entre abril de 2013 y noviembre de 2014.

Objetivos especificos

1. Determinar el coeficiente de correlacion cito-histolégica en el diagnostico
de neoplasias benignas y malignas de glandula mamaria, en las perras
remitidas al Departamento de Patologia.

2. Asociar el comportamiento bioldgico de la neoplasia mamaria con el indice
de proliferacion celular, a través de inmunocitoquimica con el marcador
Ki67.

3. Determinar las frecuencias de edad, raza, estado hormonal de las perras, y

relacionarlas con el tumor mamario canino.

MATERIAL Y METODOS

Se trata de un estudio prospectivo, transversal, descriptivo y comparativo, cualitativo y

cuantitativo.

Se recolectaron y procesaron 30 glandulas mamarias de perras con tumores, obtenidos por
reseccion quirargica en el Hospital Veterinario de Especialidades de la FMVZ-UNAM.
Las glandulas mamarias con tumores conservadas en refrigeracion que fueron remitidas al
Departamento de Patologia de la FMVZ fueron inmediatamente procesadas. Se realizo la
descripcion macroscopica del tejido; posteriormente se llevaron a cabo diversos cortes con
el fin de obtener muestras citoldgicas por medio de improntas del tejido tumoral; de la

misma zona se realizaron cortes del tejido para su procesamiento por histopatologia.




Estudio citologico

De cada uno de los tumores se obtuvieron tres muestras citologicas por medio de improntas

de la lesion, y se incluyeron de la siguiente forma:

1)

2)

Una laminilla fijada en alcohol al 96% durante 30 minutos para su proceso mediante
tincion de Papanicolaou, la cual consiste en una coloracién policrémica cuya principal
ventaja es observar el detalle nuclear y el patrén de cromatina; asimismo, muestra un
citoplasma claro que permite apreciar los grados de diferenciacion celular. La tincién de
Papanicolaou utiliza tres colorantes: la Hematoxilina, que tifie selectivamente los

ntcleos, el Orange G y la Eosina Alcohol 50 que tifien el citoplasma.?® %

Una laminilla fijada al aire para su tincion con Diff-Quik. Se trata de una tincion tipo
Romanowsky, la cual se basa en el uso combinado de los colorantes eosina y azul de
metileno, que permite evaluar aspectos morfoldgicos celulares, tales como la forma y
dimensiéon celular, del nicleo y citoplasma, ademas de evidenciar estructuras

intracitoplasmaticas.®® 3

A partir de ambas laminillas tefiidas con Papanicolaou y Diff Quik, se realizo el diagndstico

citologico por tres expertos con el uso de un microscopio dptico.

3)

Una laminilla electrocargada fijada en alcohol al 96% durante 30 minutos, para su
proceso mediante la técnica inmunocitoquimica. Esta es una técnica utilizada para
evidenciar la presencia de proteinas en los tejidos mediante el empleo de anticuerpos
(inmunoglobulina). Se basa en la especificidad y afinidad de los anticuerpos hacia
determinadas proteinas, para lo cual los anticuerpos son combinados con colorantes que

evidencian su presencia bajo el microscopio 6ptico.? %

El diagnostico citoldgico fue realizado de forma independiente por dos patélogos.




Inmunocitoquimica

Se realizd a través del método indirecto con el uso de polimero y marcaje de 2 pasos. Se
identificd la proteina nuclear Ki-67 con un anticuerpo monoclonal anti-humano producido
en raton (DAKO clone MIB1, M7240), utilizando el juego de reactivos de EnVisionFLEX
(Dako K8010). La técnica se realizé mediante el siguiente protocolo de trabajo.

Recuperacidn antigenica: Se colocaron las laminillas en solucion Target Retrieval Solution
Low pH en una dilucién de 1:50 en agua destilada, dentro de una olla de presion preparada
con 400 mL de agua destilada, en horno de microondas por 10 minutos a maxima
temperatura. Posteriormente, se hizo un lavado en solucién salina amortiguada por fosfatos

(PBS) durante 5 minutos a temperatura ambiente.

Bloqueo de Peroxidasa: Se incluyeron las laminillas en Peroxidasa blocking reagent
(DM821) durante 5 minutos a temperatura ambiente para su incubacion en camara hiumeda
con el anticuerpo primario Ki67 en una dilucion 1:200, a temperatura ambiente, por 25

minutos. Al finalizar se realizé un lavado en PBS por 5 minutos a temperatura ambiente.

Bloqueo: Las laminillas se incubaron en una camara himeda por 20 minutos a temperatura
ambiente con el POLIMERO ENVISION FLEX/HRP (DM 822). Después se realizaron

dos lavados con solucion PBS, con una duracion de 5 minutos cada uno.

Revelado: Se realiz6 con diaminobencidina (DAB) en una dilucién de 1 mL de sustrato
buffer DM823 con 1 gota de DAB por 1 minuto, observando al microscopio Optico la
inmunopositividad en la cual los nicleos se tifien marron o ladrillo intenso. Al finalizar, se

hicieron dos lavados con agua destilada, cada uno de 5 minutos.

Contratincion: Las laminillas se sumergen en hematoxilina por 10 segundos y se enjuagd
dos veces, uno con agua amoniacal por 10 segundos y otro enjuague con agua corriente.
Posteriormente, se deshidrataron por medio de pases en alcohol etilico al 70%, 80%, 96%
y alcohol absoluto; cada pase durante 10 segundos. Por ultimo, se aclar6 en xilol absoluto

por 10 segundos.
Montaje’ Se coloco una gota de resina sintética y un cubreobjetos.
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Estudio histopatoldgico

Se realizaron cortes en fresco de cada uno de los tumores, los cuales se incluyeron en
formalina al 10% durante 24 horas, se realizd la técnica histologica de rutina en el
procesador de tejidos para su inclusion en parafina y posteriormente hacer cortes de 3u para

tefiir con Hematoxilina-Eosina para su posterior estudio histopatoldgico.

El diagnostico morfolégico fue realizado de forma independiente por dos patélogos, a partir
de cada uno de los cortes histologicos tefiidos con H&E, para su posterior correlacién con

el estudio citoldgico.

Analisis de las imagenes

Con el microscopio optico se obtuvieron imagenes fotograficas de 10 campos aleatorios en
40X, de cada una de las laminillas de las muestras citoldgicas procesadas con la
inmunotincion para Ki67. Las imagenes fueron sometidas a andlisis por medio del

3,33 el cual es un programa de procesamiento de imagen digital de uso

programa Image
publico, programado en Java y desarrollado en los Institutos Nacionales de Salud de los
Estados Unidos de Norteamérica, disefiado con un sistema abierto que proporciona
extensibilidad por medio de herramientas y macroinstrucciones grabables; las cuales
permiten desarrollar herramientas de escaneo personalizado, anélisis y procesamiento,

usando el editor incluido en ImageJ y un compilador del programa.
El analisis de imagen se realizé de la siguiente forma:

Se abrio la imagen mediante el programa ImageJ Y se ajustd la escala a micrometros (l),
ya que la imagen original se encuentra en pixeles; para ello se debe seleccionar en el menu
“Set Scale” y modificar los datos a p. Para realizar el conteo celular se ajustd la saturacion,
el brillo y el matiz de las imagenes por medio del mend, el cual ofrece tres tonalidades:
“Blue” para realizar la cuenta de las células inmunopositivas, “Green” y “Red” con los
cuales se realiza la cuenta del total de las células presentes en la imagen. Se deben aplicar
varios filtros de imagen que permiten eliminar particulas que interfieren con la cuenta; todo

9
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este proceso se realiza con base al criterio de un mismo observador, teniendo en cuenta que
todas las imagenes seran analizadas del mismo modo. Se debe seleccionar en el menu
“Analize Particles” con “Outlines”, que permite visualizar cuales fueron las particulas
contabilizadas y de esta manera asegurar que el programa esta tomando en cuenta lo que se
requiere. Al finalizar el analisis, el programa arroja un cuadro de datos donde indica cudl es
el nimero de células positivas.®**® El proceso se realiza dos veces para cada foto; es decir,
un conteo para las positivas y uno para la totalidad de ellas. Estos datos se acumulan en una

pagina de Exel para su posterior estudio estadistico.

Indice de proliferacion celular

Fue calculado como el resultado de la division del numero de células positivas entre el total
de células por campo y multiplicado por cien. Para el céalculo del nivel de expresion del
indice Ki67, se realizaron los percentiles 50 para clasificar en indice bajo (<29%) e indice
alto (>30%).

Analisis estadistico

La correlacion cito-histologica se clasifico de acuerdo a la tabla de clasificacidn establecida
por Landis y Koch.®* Existen varios indices de concordancia propuestos, el mas preciso es
la proporcion de acuerdos observados, es decir (a + d)/N. Este indice es muy intuitivo y
facilmente interpretable: toma valores entre cero (0), que sera total desacuerdo, y uno (1),
como maximo acuerdo. Sin embargo, como indicador de reproducibilidad tiene el
inconveniente de que aun en el caso de que los dos observadores clasifiquen con criterios

independientes, se produciria un cierto grado de acuerdo por azar. * (Cuadro 1)

La correlacién se llevé a cabo con el programa SPSS version 10.0, con los valores
numericos del indice de Ki67, diagnostico citologico e histologico, comportamiento
bioldgico, raza, edad, estado hormonal y talla de las perras en estudio. Se realizé la

10
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correlacion de Pearson entre el diagnodstico citolégico e histologico y entre el

comportamiento bioldgico y el indice de proliferacion.
Se considerd estadisticamente significativo una P menor o igual a 0.05.

Se sometieron a estudio de frecuencia la edad, raza, talla, comportamiento biologico y

estado hormonal de las perras.

RESULTADOS

Se realizo el diagndstico citoldgico e histologico para cada uno de los 30 casos (Hoja de
datos 1). Se encontrd que la cantidad de tumores clasificados como benignos por citologia
es muy cercana a la suma real confirmada mediante clasificacion histologica (60%). En
cuanto a la relacion entre benignos y malignos, en ambas técnicas se observa un mayor

namero de tumores malignos (Cuadro 2) (Imégenes 1, 2, 3, 4, 5).

1. Determinacién del coeficiente de correlacidn cito-histologica.

El 33.3% de los casos diagnosticados como malignos por medio de citologia, resultaron de
igual forma malignos en el estudio histopatoldgico; asimismo, el 43.3% de los diagnosticos
citoldgicos benignos, también se clasificaron como benignos por histologia. Sélo el 3.3%
de los casos diagnosticados citolégicamente como benignos, resultaron malignos en el corte
histoldgico (falsos negativos); 20% de los casos malignos por citologia, fueron benignos
por histologia (falsos positivos). A partir de estos datos se calcul6 el indice de concordancia
Kappa, que fue de 60% (P=0.02) (Cuadro 3) (Imagenes 6A, By C).
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2. Correlacion del comportamiento bioloégico con el indice de

proliferacion celular Ki67.

Se encontrd que el comportamiento bioldgico maligno esté relacionado con un indice alto
de proliferacion celular. EI 40% de las neoplasias malignas tuvieron un indice de
proliferacion alto (Imagen 7); sélo el 23.3% de los tumores malignos presentaron indice de
proliferacion bajo (Imagen 8). Respecto a las neoplasias benignas, Unicamente el 10%
mostraron un indice de proliferacion alto; sin embargo, no se encontrd significancia
estadistica en la Chi cuadrada (P=0.6) (Cuadro 4).

3. Frecuencia de edad, raza y estado hormonal de las perras con tumor

mamario canino.

Se encontro que la raza mas afectada fue el poodle, pues representd el 26% de la poblacion
total (Grafico 1).

Segun la talla de las perras, se observo que las razas pequefias y medianas son las mas
frecuentemente afectadas, cada una representa un 40%, mientras que las razas grandes sélo
representaron el 20% (Gréfico 2).

En cuanto a la edad, las hembras mayores de 11 afios representaron el 43% de la muestra
afectada, el 33% tenia entre 9 y 11 afios, y las menores a 8 afios representaron el 23%
(Gréfico 3).

En relacidn al estado hormonal de las pacientes, se evidencio que las hembras enteras, o

castradas después del tercer celo, representan el 90% de la poblacion estudiada (Gréafico 4).

DISCUSION

Desde el punto de vista histologico, en este estudio se informa mayor frecuencia de tumores
mamarios malignos que benignos, lo cual coincide con los resultados de otros estudios,
como Hellmen et al,*® donde a partir de 202 casos estudiados, el 30% resultaron benignos,

el 68% malignos, mientras que el 2% restante fueron displasias. Asimismo, Sontas®! en su
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estudio obtuvo 65 muestras de tumores mamarios, de las cuales s6lo 6 (9.2%) resultaron
benignos, 51 (78.5%) malignos y 8 (12.3%) con atipias celulares. Por su parte, Pefia et al,
en un estudio donde revisaron 65 casos de perras con tumor mamario, encontraron que 46
(70.8%) presentaban al menos un tumor maligno, aunque se observaron neoplasias
mamarias benignas concurrentes y displasias en 50 (77%) de las 65 pacientes. Segun
Meuten, el comportamiento biolégico del tumor mamario canino es comtnmente maligno

y de progreso mas agresivo que en la mujer.

Por otra parte, la concordancia cito-histolégica obtenida fue sustancial (0.76);** la cual
coincide con diversos autores, debido a la complejidad del diagnéstico citolégico en
muestras de tumores mamarios.”**?? En el Departamento de Patologia de la FMVZ-
UNAM se realiz6 otro estudio donde el valor de la sensibilidad, que son los verdaderos
positivos identificados en la citologia, fue de 61% (p< 0,5%); a diferencia de la
especificidad, traducida ésta como la proporcion de verdaderos negativos, la cual fue de
84% (p< 0,5%).*

La correlacion cito-histoldgica en las neoplasias mamarias en perras presenta menor
precisién que en otros tipos de neoplasias, probablemente debido a la heterogeneidad
morfolégica en diferentes areas del tumor.®® Esto puede llevar a falsos negativos o falsos
positivos en casos donde la muestra no es representativa, en lesiones proliferativas
benignas, asi como ante la presencia de necrosis e inflamacion, debido a que estos procesos
pueden alterar la morfologia celular generando atipias.*® También puede deberse a
problemas en la obtencidon de la muestra, la tincién y la limitada &rea que cubre la

puncion.*

A pesar de las limitaciones que puede tener la citologia, a través de ella se puede establecer
de forma répida, econémica y con el minimo riesgo para la paciente, si la lesion neoplésica
es benigna o maligna, asi como los elementos que la conforman, es decir, si es de origen
epitelial, mesenquimal, o mixto.* La citologia mamaria, a partir de muestras adecuadas y
representativas, es una valiosa herramienta diagnostica para la diferenciacion de neoplasias
benignas o malignas de glandula mamaria en la perra. En ocasiones, para obtener una

muestra representativa puede ser necesario apoyarse en diferentes métodos de muestreo.*’
13




Gracias a que tanto el estudio citolégico por aspiracion con aguja delgada (ACAD) vy la
impronta cuentan con valor diagnostico similar, con una sensibilidad de 96.8% y 98.4%
respectivamente, y una especificidad de 100% para ambos métodos de obtencién,™ se

puede utilizar de manera indistinta para el diagndstico con la confianza de su asertividad.

A pesar de que no se encontré significancia estadistica, al evaluar el indice de proliferacion
celular a través del anticuerpo Ki67, se observd que se encuentra asociado al
comportamiento biol6gico de la neoplasia, pues el conteo de células positivas se encuentra
notablemente incrementado en las neoplasias malignas. El anticuerpo Ki67, al ser
especifico de proliferacion celular, se encuentra comdnmente asociado a neoplasias
malignas. Pathmanatham,?? médico dedicado al estudio de céncer de mama en muijeres,
presenta un estudio en el cual describe los beneficios del anticuerpo Ki67 como el indicador
por excelencia de proliferacion celular. Nieto** realiz6 un estudio con el uso de
inmunomarcadores en perras, entre ellos el anticuerpo Ki67, en el cual concluy6 que es una
herramienta importante para identificar cualquier célula que se encuentre en division, pues

Ki67 es un excelente indicador de proliferacion celular.

El anticuerpo Ki67 ha sido utilizado cominmente en medicina humana, especificamente en
el diagnostico y pronostico del cancer de mama. Ha resultado Util al establecerse como un
criterio de malignidad en las neoplasias mamarias caninas, esta prueba podria ser de mucha
utilidad al usarse como un estudio de gabinete para todas las citologias de glandula
mamaria diagnosticadas como malignas, y proporcionar al clinico un dato importante para

emitir un prondstico més acertado y decidir el tratamiento mas apropiado.”*

La frecuencia con la que se diagnostican en el laboratorio de patologia casos de tumor
mamario canino hace necesario el uso de nuevas herramientas que permitan un diagnostico
rapido y mas acertado, con el fin de establecer un prondstico preciso que facilite al clinico

tomar decisiones en el protocolo de tratamiento més adecuado para cada paciente.>*

En este trabajo se encontrd que las neoplasias mamarias afectan preferentemente a perras

de raza pura; al respecto Hellmen et al,’® de un total de 202 hembras, informaron que

16
l,

unicamente 13 (6.4%) de ellas eran mestizas. Simon et al,” en el analisis de 50 hembras
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con uno o varios tumores mamarios, encontraron que 18 (36%) eran mestizas, 8 (16%)
Cocker y 6 (12%) Daschund; las 18 (36%) restantes eran diversas razas. Por su parte,

Sontas®* obtuvo muestras de 55 perras, 50 (90.9%) de ellas eran de raza pura.

El 90% de las hembras muestreadas durante el presente estudio no estaban castradas, o
bien, este procedimiento se realizd posterior al tercer celo, lo que reduce el beneficio
preventivo de desarrollar tumores en glandula mamaria. Rutteman’ y Donnay et. al.®
sefialan que en una perra castrada antes del primer ciclo fértil, disminuye la probabilidad
de padecer tumores mamarios a solo 0.05%; si la castracion se realiza después del tercer
ciclo estral la probabilidad aumenta a 26%, teniendo un efecto preventivo nulo posterior a

este ciclo. Simon et al®

encontraron que de 50 pacientes con uno 0 MA&s tumores
mamarios, s6lo 5 (10%) de ellas estaban esterilizadas y el resto 45 (90%) estaban intactas.
A pesar del menor niumero de hembras castradas, la presentacion de tumores malignos fue
menor en relacién a los benignos; de las 40 perras evaluadas histologicamente, 24 (60%) se
clasificaron como benignas y 16 (40%) como malignas.

En este estudio, de los 30 casos estudiados se encontrd que la edad promedio fue de 9 afios,

1,22 con 24

como refieren la mayoria de los estudios. Similar al presente estudio, Rasotto et a
muestras, obtuvieron un promedio de edad de 7.09 afios con un intervalo de entre 5y 19
afios; mientras que Pefia et al,® con 65 casos, obtuvieron un promedio de 9.3 afios de edad
en sus pacientes, con un rango de presentacion de entre 3 y 15 afios. De igual forma Simon
et al,*® con 50 casos, obtuvo un promedio de edad de 10 afios con muestras de hembras de
entre los 5 y los 15 afios de edad, y Cassali,** con 77 muestras, informé de un promedio de

8.8 +/- 2.5 afios, con un rango de edad de entre los 3 y los 15 afios.
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CONCLUSION

Al determinar el coeficiente de correlacion cito-histolégica en el diagnostico de neoplasias
de glandula mamaria en las perras diagnosticadas en el Departamento de Patologia, FMVZ-
UNAM, se encontro que un 60% de los casos diagnosticados por citologia fueron asertivos.
Asimismo, el diagndstico citologico es cada dia mas valorado como estudio preliminar para
el tumor mamario canino, sin olvidar que la prueba definitiva, en todos los casos, debe ser

el estudio histopatoldgico.

Los datos que arroja el presente estudio indican que el anticuerpo Ki67 es un
inmunomarcador util en la identificacién de lesiones malignas en citologias de tumor
mamario canino. El uso de este anticuerpo en medicina veterinaria podria ser de mucha
utilidad en muestras citologicas, donde es capaz de aportar mayor precision pronostica
previa al estudio histologico.

Al identificar la frecuencia de la edad, raza y el estado hormonal de las perras con tumor
mamario, se pudo determinar que los principales factores de riesgo fueron perras de
alrededor de 9 afios de edad, de razas puras y no castradas.

En cuanto al aporte diagnostico en la clinica, se recomienda el uso de Ki67 como marcador
pronostico, ya que durante este estudio demostrd ser una herramienta Util para la citologia y
puede realizarse en el post-operatorio y a la espera del resultado de la histopatologia.
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FIGURAS Y CUADROS

CUADRO 1. ESCALA DE VALORACION DE LA CONCORDANCIA; LANDIS Y
KOCH.

ESCALA DE VALORACION GRADO DE ACUERDO
DE CONCORDANCIA

<0,00 SIN ACUERDO
>0,00 - 0,20 INSIGNIFICANTE
0,21-0,40 DISCRETO

>0,41 - 0,60 MODERADO
0,61-0,80 SUSTANCIAL
0,81-1,00 CASI PERFECTO

CUADRO 2. COMPORTAMIENTO BIOLOGICO DE LAS NEOPLASIAS
MAMARIAS EN PERRAS

Citologia 14 (46.6%) 16 (53.3%) 30 (100%)

Biopsia 11 (36.6%) 19 (63.3%) 30 (1009%6)
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CUADRO 3. CORRELACION CITO-HISTOLOGICA SEGUN EL
COMPORTAMIENTO BIOLOGICO DE LAS NEOPLASIAS MAMARIAS EN
PERRAS

HISTOLOGIA

Positivo Negativo Total
Positivo VP FP
10 6 16
(33.3%) (20%) (53.3%)
Negativo FN VN

CITOLOGIA 1 13 14

(3.3%)  (43.3%)  (46.6%)

VP: Verdadero positivo; VN: Verdadero negativo; FP: Falso positivo; FN: Falso negativo

CUADRO 4. CORRELACION DEL COMPORTAMIENTO BIOLOGICO Y EL
INDICE KI67 EN LAS NEOPLASIAS MAMARIAS EN PERRAS

indice Ki67

Bajo Alto Total
Benigno 8 3 11
(26.6%) (10%) (36.6%)

Comportamiento

D Maligno 7 12 19
biol6gico g

(23.3%) (40%)  (63.3%)
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Imagen 1. Células atipicas dispuestas en mérula. Muestran canibalismo,
reforzamiento de la membrana citoplasmatica, citoplasma vacuolado e indentaciones

. PR "‘7" A
" ,ar.-'.i\"m
Imagen 2. Células epiteliales pleomorficas, con reforzamiento citoplasmatico,
moldeamiento nuclear, cromatina gruesa, multiples nucléolos, de un adenoma
complejo. PAP, 100x.
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Imagen 4. Canibalismo celular, de un osteosarcoma. PAP, 100x.

26




Imagen 5. Osteoblastos asociados a un osteoclasto en un fondo hemorragico de un
osteosarcoma. PAP, 100x.

Imagen 6. Correlacion cito-histoldgica. A. Carcinoma tipo mixto (H&E, 40x). B. Imagen
citologica donde se observa heterogeneidad celular (PAP, 40x). C. Carcinoma complejo
(H&E, 40x). Los asteriscos indican la correlacion cito-histolégica de las imagenes

(amarillo: células epiteliales, blanco: matriz extracelular, rojo: células mioepiteliales).
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Imagen 7. Indice de proliferacion alto en un carcinosarcoma.
Tincion inmunocitoquimica para Ki67, 40x.

Imagen 8. Adenoma mamario simple con indice de proliferacion bajo.
Tincion inmunocitoquimica para Ki67, 40x.
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