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RESUMEN

Los tumores de glandula mamaria son las neoplasias mas comunes en perras no
castradas. Con el fin de aportar herramientas que fortalezcan la oncologia veterinaria,
definir las caracteristicas del tumor mamario y consolidar el uso de biomarcadores en el
cancer de mama en perras como soporte para ampliar las oportunidades de tratamiento
de esta enfermedad; en este estudio se plante6 como objetivo general establecer
aspectos epidemioldgicos del tumor mamario canino e incorporar biomarcadores en su
diagnéstico, clasificacion y pronéstico, en perras diagnosticadas. El cual se ejecutd en
seis objetivos especificos, planteados en cuatro capitulos. En este estudio se pudo
observar que el tumor mamario canino tiene una incidencia alta, con presentacién similar
de neoplasias benignas y malignas, mostrando las malignas un incremento en los ultimos
afios del estudio. En los ultimos 14 afos las razas mas comunmente afectadas por tumor
mamario canino son el Poodle, Cocker Spaniel, Pastor Aleman y Labrador Retriever; con
mayor predisposicion en perras adultas gerontes y con un alto riesgo de malignidad en las
perras gerontes y las mestizas. Por otra parte, no se demostré6 que la paridad esta
directamente relacionada con la predisposicion a la enfermedad. Se evidencié como factor
de mal pronédstico el tamafio del tumor y la infiltracion vascular. Asimismo, entre los
tumores malignos de peor pronéstico se encontré el carcinosarcoma, osteosarcoma,
comedocarcinoma y el carcinoma sélido y de los menos agresivos el carcinoma tipo mixto,
carcinoma tubulopapilar y el carcinoma complejo. Por otra parte, el Ki67 y REa son
marcadores pronoésticos por excelencia, el ki67 es de gran utilidad en la clasificaciéon del
subtipo molecular. Se encontré que la expresion del BRCA 1y 2 resulta heterogénea en
cada paciente, su estudio se puede enfocar en aquellas razas con clara predisposiciéon a
la enfermedad y correlacionar mutaciones especificas con la expresiéon del gen puede
resultar util para el pronéstico en la clinica veterinaria. A la vez se podria definir las razas
mas adecuadas como modelo animal para el estudio del cancer de mama en mujeres. Asi
mismo, el tumor mamario canino es heterogéneo en cuanto a morfologia y expresion
molecular, por lo que la oncologia veterinaria debe apuntar al diagnostico individualizado
procurando una terapéutica mas adecuada con el fin de mejor calidad de vida a las
pacientes.

Palabras claves: Tumor mamario canino, Biomarcadores, BRCA 1/2, epidemiologia,

sobrevida



ABSTRACT

Mammary tumors are the most common malignant neoplasms in intact female dogs. In
order to contribute with tools that strengthen veterinary oncology, such as to define
specific characteristics of these tumors in female dogs, and to consolidate the use of
biomarkers in the diagnosis of the disease to support the therapy each patient is going to
recived, the aim of this study was to stablish epidemiological aspects of the mammary
tumor in our canine population, and to incorporate biomarkers for the diagnosis,
clasification and prognosis in female dogs diagnosed in the Department of Pathology of
the FMVZ-UNAM. The project covered six specific objectives integrated in four Chapters.
In the study we observed that canine mammary tumor exhibits a high incidence, with a
similar presentation between benign and malignant neoplasms, even though malignant
tumors showed an increase during the last years of the study. The Poodle, Cocker spaniel,
German sheperd and Labrador retriever were the breeds more commonly affected, with
higher predisposition in elderly bitches, and a higher risk of malignancy in elderly and
crossbreed dogs. In our study, we could not demonstrate that parturition is related with the
presentation of the disease, but we proved that the size of the tumor is directly related with
malignancy and vascular invasion, likewise, the carcinosarcoma, osteosarcoma,
comedocarcinoma and solid carcinoma, were the malignant neoplasias with worst
prognosis; among the less aggressive tumors we found the carcinoma-mixed type, the
tubulopapillary carcinoma and the complex carcinoma. Also, this study proves that Ki67 y
REa are golden pronostic markers, Ki67 being useful for the classification of the molecular
subtype. It was found that BRCA1 and 2 expression is heterogenous in each patient; its
study should focus on breeds with obvious predisposition to the disease. To correlate
specific mutations with gene expression could be useful to stablish the prognosis in canine
patients, but also to define appropriate breeds as animal models for the study of the
disease in women. As to morphology and molecular expressién, canine mammary tumors
are highly heterogenous, so that veterinary oncology most work towards individualized
diagnosis to secure the best treatment with the purpose to improve life quality for every

patient.

Key words: Canine Mammary Tumor, Epidemiology, Biomarkers, BRCA 1/2, survival.



ABREVIATURAS

AC: Adenomas complejos

API: Adenoma papilar intraductal
AS: Adenoma simple

BRCA: Breast cancer

CARS: Carcinosarcoma

CC: Carcinomas complejo

CD31: Cumulo de diferenciacion 31 o Platelet endothelial cell adhesion molecule
(PECAM-1)

COMD: Comedocarcinoma

CS: Carcinoma simple (carcinomas tubular, tubulopapilar, quisticopapilar vy
cribiforme)

CSD: Carcinoma solido

CTE: Carcinomas especiales (carcinoma inflamatorio, rico en lipidos y el
adenoescamoso)

CTM: Carcinomas tipo mixto

DMV: Densidad microvascular

DSBs: Rupturas del DNA de doble cadena
ErbB2: erb-b2 receptor tyrosine kinase 2
FA: Fibroadenoma

HR: Recombinacion homdloga

Ki-67: proteina ki-67

RE: Receptor de estrégeno

SAR: Sarcomas

TMB: Tumores mixtos benignos

TMC: Tumor mamario canino
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INTRODUCCION

Las neoplasias originadas a partir de la glandula mamaria representan en
Medicina Veterinaria la forma mas comun de enfermedad neoplasica en perras
enteras. Varian en tamafio desde unos pocos milimetros hasta unos cuantos
centimetros, y al menos el 50% de los casos presentan masas multiples,
principalmente en las glandulas caudales (Wey et al., 2000). Histolégicamente, se
clasifican en neoplasias epiteliales malignas, tipos especiales de neoplasias
epiteliales, neoplasias mesenquimales malignas, carcinosarcoma y neoplasias
benignas (Goldschmidt et al., 2011).

Las causas del cancer de mama se enmarcan en causas de origen genético
y no genético; en relacion a las causas genéticas se encuentran la activacion de
oncogenes asi como el silenciamiento de genes supresores de tumor. Ambas
alteraciones, en los oncogenes y genes supresores tumorales, trae como
consecuencia aumento de la probabilidad de desarrollar un tumor (Narod y
Rodriguez, 2011).

Entre los factores de riesgo asociados a las neoplasias de glandula
mamaria en perras, se encuentra en primer lugar el sexo; es bien conocido que las
hembras tienen predisposicién de presentar esta enfermedad debido al tropismo
por la glandula mamaria que presentan los estrogenos naturales (Yu FL et al.,
2002).

Estudios epidemiolégicos frecuentemente reportan mayor susceptibilidad en
animales de razas de talla pequeha, aunque se ha ido incrementando la
presentacion en animales de talla grande; las mas reportadas incluyen al Poodle,
Maltés, Chihuahua, Beagle, Yorkshire Terrier, Bichon Frise, Cocker Spaniel,
Springer Spaniel Inglés, Setter, Hound y Pastor Aleman, entre otras (Bronden et
al., 2010).

Por otra parte, en el cancer de mama en perras ha sido de utilidad evaluar
el papel de los marcadores moleculares. Estos son considerados caracteres o
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genes que debido al ligamiento puede usarse para indicar la presencia de otros
genes, 0 cuya expresion permite un efecto cuantificable, observable y son
detectados facilmente (Solis y Andrade, 2005). Vinothini et al. (2009) analizaron
marcadores moleculares implicados en la carcinogénesis mamaria en un modelo
canino y observaron cambios en la expresion, evidenciando que el aumento de
expresion de receptores de estrogeno (RE), estradiol, asi como las proteinas
implicadas en la proliferacién celular, evasion de la apoptosis, la invasién y la
angiogeénesis, puede conferir una ventaja de crecimiento selectivo de los tumores

mamarios caninos.

El incremento en los casos de enfermedad neoplasica en Medicina
Veterinaria ejerce mayor demanda y desarrollo de la oncologia veterinaria, tanto
con fines diagnésticos como terapéuticos. Los estudios con enfoque
epidemiolégico son de gran ayuda y representan una importante fuente de
informacion, que permite analizar el comportamiento de las enfermedades
neoplasicas al transcurrir del tiempo, establecer factores de riesgo y criterios
prondsticos a partir de caracteristicas clinico-patoldgicas que aporten informacién
cientifica de utilidad en estudios experimentales.

Asimismo, conocer el prondstico de un paciente con cancer permite, entre
otras cosas, elegir la terapéutica mas apropiada, evaluar la eficacia del
tratamiento, la posible evolucion, y manejar racionalmente las eventuales
complicaciones que puedan aparecer en el curso de la enfermedad.

El auge de Ila oncologia veterinaria, el desarrollo de aspectos
epidemiologicos de la enfermedad, de técnicas diagndsticas y el uso de
marcadores moleculares implica un beneficio sustancial tanto en los pacientes
animales, como para pacientes humanos debido a su comportamiento similar, los
tumores mamarios caninos han sido propuestos como modelo animal adecuado
para el estudio del cancer de mama en mujeres (Cassali et al., 2006; Vinothini et
al., 2009).
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Por lo antes expuesto y teniendo en cuenta la importancia del uso de
marcadores moleculares en el diagndstico, clasificacion y prondstico del cancer de
mama, asi como la posibilidad de ampliar las oportunidades de tratamiento para

este tipo de neoplasia en las perras, se plantea lo siguiente:

Hipétesis: La correlacion epidemioldgica, clasificacidon histolégica y el uso de la
expresion de biomarcadores moleculares en los tumores mamarios caninos

permitira establecer un prondstico mas preciso.

Objetivo General:
Establecer aspectos epidemiolégicos del tumor mamario canino e incorporar
biomarcadores en el diagnéstico, clasificacion y prondstico de perras

diagnosticadas en el Departamento de Patologia, de la FMVZ — UNAM.

Objetivos Especificos:

1. Investigar los antecedentes epidemiolégicos en perras con tumor
mamario diagnosticadas en el departamento de patologia, de la FMVZ -
UNAM.

2. Determinar los factores de riesgo (edad, raza, condicién corporal, datos
ginecologicos) de las pacientes con tumor mamario canino.

3. Clasificar las neoplasias mamarias caninas segun parametros clinico-
patologicos tales como: numero y tamano de los tumores vy tipo
histologico.

4. Clasificar las neoplasias mamarias caninas mediante la identificacion de
biomarcadores moleculares (RE, erbB2, Ki67, CD31) y el sub-tipo
molecular, a través de inmunohistoquimica.

5. Determinar los niveles de expresion por PCR en tiempo real de los

genes BRCA 1y 2 en tejido mamario neoplasico.
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6. Relacionar la expresion de los bimarcadores moleculares (ER, erbB2,
Ki67, BRCA1/2) y el sub-tipo molecular, con las caracteristicas clinico-

patoldgicas en el tumor mamario canino.
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REVISION DE LA LITERATURA

Receptor de Estréogenos (RE) en el TMC

Entre los factores carcinogénicos asociados al desarrollo de cancer de
mama en perras se encuentran las hormonas sexuales; estudios previos reportan
que las perras no castradas tienen 7 veces mayor predisposicion de presentar
neoplasias mamarias que las castradas (Schneider et al., 1969). Estudios
epidemioldgicos en animales indican que el 17 beta-estradiol (E2) esta implicado
en el cancer de mama, sin embargo, el mecanismo no esta claro, Yu et al. (2002)
sefalan que E2 puede ser activado por epoxidacion y obtiene la capacidad de
inhibir la sintesis de ARN nuclear dependiente de ADN, y de unirse al ADN
formando aductos, tanto in vivo como in vitro, ejerciendo asi su papel como
iniciador en la carcinogénesis del cancer de mama.

Los estrogenos naturales, el 173 Estradiol (E2), Estron (E1) y Estriaol (E3)
son esteroides derivados del colesterol, la reaccion es catalizada por el complejo
enzimatico P450 aromatasa. La primera fuente de estrégeno son las células de la
granulosa y teca y las células Iutéales; las células de la teca secretan andrégenos
que difunden a la granulosa donde es aromatizado a estrégenos, en el higado el
E1 y E3z son transformados en Ej, adicionalmente, con la edad se incrementa la
sintesis extra-gonadal (Gruber et al., 2002).

Los estrégenos estimulan el crecimiento celular, el flujo sanguineo, la
retencion de liquido en los dérganos reproductores y estan involucrados en el
cancer de mama, endometrio y colon. En el higado, los estrogenos incrementan
los receptores a lipoproteinas resultando en una disminucion de la concentracion
sérica de proteinas de baja densidad del colesterol y en la piel incrementan la
sintesis de colageno. En el tejido mamario los estrogenos tienen un efecto similar
a la histamina en la microcirculacion del tejido mamario, asimismo, estimulan el
crecimiento y diferenciacion del epitelio ductal, inducen actividad mitética de las
células cilindricas ductales y estimulan el crecimiento del tejido conectivo (Yue et
al., 1999); por su parte, el sistema lobar depende de la secrecion de progesterona;

15



cuando ambas hormonas se secretan de forma adecuada permiten el desarrollo
de la glandula mamaria. La progesterona puede tener un efecto antagonista
disminuyendo la reposicion de los RE y la sintesis de 17 beta-hydroxysteroide
deshidrogenasa acelerando el metabolismo de E> y E4, lo que hace suponer que
largos periodos de una fase lutea puede conducir a un efecto estrogénico
mantenido y ser promotor de la carcinogénesis mamaria (Mauvais-Jarvis P et al.,
1986). Las hormonas ovaricas juegan un rol importante en el desarrollo y
progresion de los tumores mamarios en perras y humanos, esto ha sido
demostrado por el efecto protector de la ovario histerectomia (Hayden et al.,
1989).

Las hormonas esteroideas pueden actuar en una etapa temprana en el
desarrollo de tumores mediante la estimulacion de la proliferacién de epitelio
normal. Esto se traduce en un aumento en el numero de células susceptibles,
asimismo, la accién estimulante del crecimiento puede ser ejercida sobre las
células que se han iniciado en la transformacién neoplasica, este efecto
posiblemente sea menor en las células ya transformadas o en la etapa tardia del
desarrollo del tumor, es por ello que en cancer de mama avanzado, los receptores
de esteroides con frecuencia estan ausentes, probablemente debido a un patrén
autébnomo de crecimiento neoplasico maligno; es por ello que en perras una vez
detectado el cancer de mama, no hay garantia de que la ovario histerectomia
reducira el riesgo de metastasis (Rutteman, 1992).

Los receptores de estrogeno pertenecen a la superfamilia de receptores
hormonales, se conocen dos isoformas el a y el B, varian en su estructura y estan
codificados en cromosomas diferentes, la localizaciéon también varia; el REB se
encuentra en las células de la granulosa y espermatides inmaduras, también en
tejidos no clasicos como pulmoén, rifdn, médula 6ésea, mucosa intestinal, hueso,
cerebro, células endoteliales y prostata; en contraste el REa se encuentra mas
comunmente en endometrio, estroma ovarico y tejido mamario neoplasico
(Enmark et al., 1997). Los mecanismos de activacion de ambos receptores son

complejos, por ejemplo, el tamoxifen y relaxifen sirven como activadores de la
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transcripcion al formar complejos con el REB, pero suprimen la transcripcién al
formar complejo con el REa, por su parte el estradiol activa la transcripcion al
unirse al REa, pero ejerce efecto opuesto al unirse al RE (Paech et al. 1997).

En la mujer, la produccidon de estrogenos varia ciclicamente con el ciclo
menstrual, la concentracién sérica es mayor durante la fase folicular y pre-
ovulatoria y mas bajas en la fase lutea y premenstrual (Baird et al., 1974). La
variacion ciclica del RE y RP ha sido observada en el tejido mamario en diferentes
fases del ciclo estral en mujeres sanas y en cancer mamario; Mohammad et al.,
(2006) reportaron en tejido con cancer de mama variacion en la frecuencia de
pacientes RE positivos, en la fase lutea temprana (80%) y folicular temprana
(48%), folicular tardia (51.2%) y lutea tardia (48.9%). Por otra parte, se ha
reportado que el cancer mamario de mujeres post-menopausicas presenta mayor
RE que las pre-menopadusicas (Pujol et al., 1998).

En perras, el estatus hormonal influye significativamente en la expresion de
RE en el tejido mamario normal, las perras enteras tienen altas concentraciones
de RE en la fase lutea del ciclo estral (69 +/- 62 fmol/mg), que perras ovario-
histerectomizadas (24 +/- 19 fmol/mg) y en anestro (38 +/- 45 fmol/mg) o en la fase
folicular (13 +/- 7 fmol/mg), asi mismo, la concentracion de RE ha sido reportada
significativamente mas alta (46 +/- 47 fmol/mg vs 27 +/- 24 fmol/mg de proteina
citosdlica; P = 0.0002) en el tejido normal que en el neoplasico, asi como en las
glandulas caudales que en las axilares en el tejido normal; no reportan diferencias
entre la edad, historia hormonal, niumero y localizacién de las lesiones (Donnay et
al., 1995). Cuando la concentracién de E> en el cancer de mama es alta, se debe
a que ocurre aromatizacion in situ, independientemente de las concentraciones de
estradiol (Yue et al., 1999). Los diferentes patrones de expresion del RE pueden
ser relevantes para la seleccion del sujeto que puede beneficiarse de la terapia
hormonal y para estudios de protocolos terapéuticos basados en la administracion
de antagonistas de RE (Millanta et al., 2010).

La estimulacion de receptores para estrogenos o diferencias en los niveles

de expresion, puede contribuir al desarrollo y comportamiento clinico de las
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neoplasias mamarias en perras. En general, la hipotesis de la influencia del
receptor de esteroides sobre la carcinogénesis mamaria se basa en la
observacion de que las perras esterilizados en edad joven tienen una prevalencia
menor de tumores mamarios (Sorenmo et al., 2000). Aunque hay conflictos en la
literatura, la mayoria de los estudios reportan una disminucién en la expresion del
receptor de estrogeno con el aumento en el grado de malignidad, en comparacion
con las glandulas normales (Chang et al., 2009). Por lo tanto, las células en las
neoplasias mamarias en perras al progresar en malignidad parecen ser cada vez
mas resistentes a los efectos estimulantes proliferativos estrogénicos.

Sin embargo, existe controversia en cuanto al valor prondstico de los
receptores de estrogenos, aunque autores han encontraron que estos receptores
no fueron factores prondsticos en la supervivencia general (De Las Mulas et al.,
2005), otros autores encontraron disminucion de estos y un incremento en
receptores de progesterona asociado a peor comportamiento clinico en

carcinomas caninos (Chang et al., 2009).

Por otra parte se ha demostrado que los rodenticidas son contaminantes
ambientales involucrados en el desarrollo de neoplasias, incluido el cancer de
mama (Environmental Protection Agency - EPA: Health Effect Division, 2006). El
hecho de que en los ultimos afos se registre un aumento del numero de
diagndsticos malignos puede estar asociado a los habitos de los dueifios de las
mascotas, que ocasionalmente las exponen a sustancias oncogénicas, tal como
ocurre con los casos de neoplasias en humanos. Andrade et al. (2010) en su
estudio observaron niveles de piretroides en el tejido adiposo adyacente a los
tumores mamarios en 33,3% de los casos evaluados, tumores que a su vez
mostraban mayor agresividad y concluyen que el incrementando en la casuistica
de tumores mamarios en las perras, probablemente se deba a la exposicidon
continua a sustancias quimicas.

Ademas, probablemente en el desarrollo de tumores mamarios en perras, al

igual que en humanos, exista interaccion entre la dieta, masa corporal y los
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estrogenos. La dieta, la grasa y las hormonas se combinan de forma que podrian
promover o inducir cancer de mama por dafio gendmico. La dieta, ademas de
presentar carcindbgenos también proporciona Fito estrégenos, que pueden servir
como anti estrogenos débiles que afectan la accion de los estrogenos naturales.
La relacion entre la ingesta de grasa y el cancer es compleja, debido a que
algunos metabolitos de la grasa se unen a receptores de esteroides y pueden
aumentar o bajar las funciones de la transcripcion de las células, asi mismo, los
depdsitos de grasa corporal también pueden alterar el estado hormonal debido a
que los adipocitos son fuente importante del metabolismo de la testosterona, por
ende de la sintesis de estrogenos y la conversién de androgenos a estrégenos
puede ser proporcional a la masa corporal y el grado de grasa en el cuerpo
(Coffey et al., 2001).

Oncogén erbB2

También conocido como HER2/neu, es un oncogén que codifica una
glicoproteina transmembrana con actividad tirosina quinasa. Pertenece a la familia
del receptor de crecimiento epidérmico (por sus siglas en ingles conocido como
EGFR) que involucra cuatro grupos (HER1 o erbB1, HER-2/neu o erbB2, HERS o
erbB3, y HER4 o erbB4) (Ross y Fletcher, 1999). Los miembros de la familia erbB
tienen una estructura comun que incluye un dominio extracelular, uno segmento
transmembrana helicoidal, el dominio tirosina quinasa intracelular y la cola C-
terminal (Ferguson, 2008).

Los receptores erbB estan en la membrana como mondmeros o pre-
dimeros inactivos y requiere la union con el ligando para pasar a un estado activo
de dimerizacion (Ferguson, 2008). La activacion promueve la autofosforilacion del
receptor en su cola C-terminal e induce a la activacion de numerosas vias de
senalizacion rio abajo (Yu Li et al., 2012).

Recktenwald et al. (2012) en su estudio observaron que la alteracion en la
expresion del erbB2 tiene relacidn directa con regulacion a la baja de la expresion
de otras proteinas importantes en la progresion del cancer de mama, como lo es la
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proteina de la matriz extracelular biglicano (BGN), que es un proteoglicano
involucrado en el ensamblaje de la matriz, adhesion y migracién celular, el
crecimiento celular, y la apoptosis. Utilizaron un modelo in vitro de células murinas
y de humano con transformaciéon oncogénica del erbB2, y observaron que el
silenciamiento de la expresion BGN mediada por erbB2 puede promover la
proliferacién de células tumorales y la migracion.

Se ha demostrado que existe reactividad cruzada entre el anticuerpo erbB2
usado en de tejido mamario humano con el tejido mamario canino y sobre-
expresion del mismo similar a lo reportado en carcinomas mamarios humanos por
inmunohistoquimica (De las Mulas et al., 2002). La expresion del erbB2 en los
tumores mamarios caninos, puede ser un factor importante en la carcinogénesis
mamaria. En humanos se ha implicado en las fases iniciales del cancer y es usado
como un blanco terapéutico (Campone et al., 2003). De igual forma, se ha
observado correlacion entre el la expresion histoquimica del erbB2 y el grado
histolégico en el tumor mamario canino, la sobreexpresiéon fue encontrada en el
38.5% (5/13) de tumores grado Il, en 23% (3/13) grado Il y en 38.5% (5/13) grado
I. La morfologia celular y la expresion del erbB2 tiene una estrecha relacion (Dutra
et al., 2004)

Por otra parte, Ressel et al., (2013) estudiaron la expresién del erbB2 en
tejido mamario canino y observaron sobre-expresion en 3/10 adenomas y 10/35
carcinomas y positividad en el tejido mamario normal, hiperplasico y displasico; asi
como, correlacion positiva entre la sobreexpresion y el indice mitdético, mas no con
el grado histolégico en los carcinomas. En cuanto al analisis de sobrevida dos
anos después de la cirugia, asociaron a un peor pronostico el carcinomas simple,
los tumores mayores de 5 cm, el indice mitético por encima de la media y la
invasion linfatica, mas sin embargo, la sobre-expresion del erbB2 no fue asociado
a un tiempo de sobrevida mas corto.

Los tumores mamarios humanos que sobre-expresan erbB2 pueden ser
tratados con inmunoterapia mediante el uso del trastuzumab, un anticuerpo 1gG1

humanizado; sin embargo, su utilidad en el cancer mamario de perras ha sido
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poco estudiado. Singer et al. (2012) observaron que la estructura del anticuerpo
erbB2 solo varia en un aminoacido, el sitio de unién del trastuzumab es idéntico al
del humano y es capaz de inhibir la proliferacion celular en las células de
carcinoma mamario canino (CF33, CF41, Sh1b y P114) por la detencion del
crecimiento en la fase Go / G1. La homologia entre el erbB2 humano y canino
puede facilitar la inmunoterapia basada en anticuerpos en las perras con cancer
de mama que sobre-expresan dicho oncogén, lo cual, abre posibilidades de

terapia especifica en el TMC.

indice de proliferacién Ki67

El Ki67 comunmente visualizado con el anticuerpo MIB1 Ki67 (Yerushalmi
et al., 2010), es una proteina que esta presente en la matriz nuclear durante la
fase G4, S, G2 y M del ciclo celular y esta estrictamente asociada con la
proliferacién celular, sin embargo, el significado funcional no esta claro pero se
cree que la expresion de la proteina Ki-67 es un requisito fundamental para la
progresion de las células dentro del ciclo de division celular (Scholzen y Gerdes,
2000). La funcién biolégica de la proteina Ki67 no esta del todo dilucidada, pero se
sabe que forma parte de la red compleja que regula la proliferacién celular
(Scholzen y Gerdes, 2000)

Durante la interface, el antigeno se puede detectar exclusivamente dentro
del nucleo, mientras que en la mitosis la mayor parte de la proteina se traslada a
la superficie de los cromosomas. El hecho de que la proteina Ki-67 esta presente
durante todas las fases activas del ciclo celular (G1, S, G2 y la mitosis), y esta
ausente en las células en reposo (G0), hace que sea un excelente marcador para
la determinacién de la llamada fraccion de crecimiento de una poblacién celular o
indice de proliferacién celular (Scholzen y Gerdes, 2000). Aunque los mecanismos
de proliferacion celular incontrolados en las neoplasias mamarias en perras no
estan completamente dilucidados, el aumento de la proliferacion celular es una

caracteristica clara de las neoplasias mamarias malignas, que tienen una fraccion
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mayor de células en ciclo celular activo y presenta un pico de expresion en la fase
M del ciclo celular (Yerushalmi et al., 2010).

El indice de proliferacion celular Ki67 tiene ventajas sobre otros indicadores
de proliferacion celular, como el indice mitético, el cual requiere de experiencia del
observador para identificar una figura mitética, mientras que con el anticuerpo Ki67
facilmente se pueden evidenciar todas las células ciclicas activas (Scholzen vy
Gerdes, 2000); también es superior a otros marcadores de proliferacién como el
antigeno nuclear de proliferacion celular (por sus siglas en ingles conocido como
PCNA) debido a que éste ultimo esta involucrado no solo en la replicacién de
DNA sino también en la reparacion, caracteristica que genera desventaja como un
marcador fiable exclusivo de proliferacion celular (Prosperi, 1997).

El PCNA se encuentra en el nucleo y actua como un co-factor de la ADN
polimerasa, incrementando la creciente replicacion del ADN; ademas, desempeia
un papel en la reparacion del RAD6 ADN-dependiente y la inhibicion de la
apoptosis a través de la regulacion negativa de la tirosina quinasa, pero debido a
su participacion en la reparacion del ADN, el PCNA puede ser detectado en las
células aciclicas (He et. al., 2009).

El valor pronéstico del indice de proliferacion celular Ki67 es importante en
las neoplasias cuando el curso clinico es dificil de predecir por criterios
histolégicos, como en el cancer prostatico, colonorectal, linfoma y carcinoma
mamario, entre otros. La funcion biolégica de la proteina Ki67 no esta del todo
dilucidada, pero se sabe que forma parte de la red compleja que regula la
proliferacién celular (Scholzen y Gerdes, 2000).

Existe evidencia cientifica sobre el importante papel de la expresiéon de Ki67
en la valoraciéon de la paciente con cancer de mama, como factor prondstico y

predictivo. Se ha encontrado relacion entre la expresion de Ki67 y algunas otras

variables pronosticas en el cancer de mama humano, como lo son: el tamafio del
tumor (tumores mayores a 15 mm), una baja expresion de receptores hormonales

(RE y RP) y un grado histoldgico alto, estan asociados con mayor expresion de
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ki67. Asi mismo, el Ki67 ha demostrado una relacion inversa entre su

sobreexpresion y la expresion del RE (Panal, et al., 2014).

Clasificacion molecular

Las perras han demostrado ser un excelente modelo animal para el estudio
de cancer de mama en humanos, debido a su similar comportamiento clinico
(Cassali et al., 2006). Es por ello que investigar en las perras con cancer mamario
la aplicacidn de la clasificacidon molecular preestablecida en mujeres, representa
importantes avances para ambas especies. El objetivo de establecer la
clasificacion molecular en el cancer de mama en perras es identificar un subgrupo
de tumores mas homogéneos que presentan similar comportamiento clinico y
sensibilidad a agentes terapéuticos. Para la medicina veterinaria es un impulso
para el desarrollo de la oncologia, asi como, permitir la cercania a un mejor
prondstico y terapéutica mas acertada que ofrezca calidad de vida a las pacientes
y la posibilidad de una terapia personalizada para las perras con cancer de mama,
el cual en la actualidad aun se limita a la cirugia, como tratamiento fundamental y
la ovario histerectomia como coadyuvante, acompafnada en pocos casos de

quimioterapia no especificas.

Por otra parte, para la medicina humana avances de los estudios
moleculares en cancer, ha proporcionado argumentos para establecer sub-
clasificaciones de importancia diagnodstica y terapéutica, ademas se han
desarrollado lineas de investigacion molecular a fin de estudiar la expresion génica
de estos tumores. Sin embargo, a pesar de ello, en mujeres existe variabilidad de
respuesta terapéutica entre los tumores de un mismo grupo (Imigo et al. 2011).

La sub-clasificacion molecular se basa en dos grandes grupos dependiendo
del RE, en positivos y negativos, los tumores RE positivos se han caracterizado
por tener mejor pronostico que los RE negativos. Los RE positivos comprende los
tumores tipo Luminales; los cuales poseen un patrén inmunofenotipico similar al

componente epitelial luminal de la glandula mamaria. Expresan citoqueratinas
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luminales, receptores de estrégeno y generalmente son de bajo grado histologico.
Se han considerado varios subtipos, el Luminal A y B. El subtipo Luminal A
ademas de ser positivo a receptores hormonales y es de baja expresion de genes
relacionados con la proliferacion celular. A diferencia del subtipo Luminal B que
presenta altos niveles de genes de proliferacion. Y el subtipo Luminal erbB2, que
se caracteriza ademas, por expresar erbB2 (Cheang et al., 2009).

En el estudio de los tumores Luminales, Cheang et al. (2009) en humanos
probaron un panel de inmunotincidn que consisti6 de cuatro marcadores. Los
tumores luminales fueron divididos en tres grupos: Luminal A (RE o RP positivos,
HER2/neu negativo, y bajo indice de proliferacion), Luminal B (RE o RP positivos,
HERZ2/neu negativo e indice de proliferacion alto), el tercer grupo fue denominado
Luminal HER2/neu positivo. Determinaron que un punto de corte del Ki-67 de 14%
0 mas podia discriminar entre los subtipos Luminal Ay B.

De los RE negativos existen dos grandes grupos: El subtipo basal y el
subtipo con sobre-expresiéon de erbB2. El subtipo basal, se describié originalmente
por su patron de expresion inmunohistoquimico, al comprobarse que expresan
citoqueratinas de alto peso molecular en sus células mioepiteliales. Ha sido
reconocido como triple negativo por ser RE negativo, RP negativo y HER2/neu
negativo (Soutiriou et al., 2009). Por otra parte el subtipo HER2/neu o erbB2
ademas de no poseer receptores hormonales sobre-expresa genes de
proliferaciéon y presenta escasos genes asociados al fenotipo Luminal (McCaffrey
et al., 2009).

Anteriormente en humanos el carcinoma basal era conocido como triple
negativo, por ser negativo a RE, RP y c-erbB2, ademas de ser similares en el
comportamiento clinico y respuesta a la terapia, sin embargo, estudios recientes
han diferenciado los tumores triple negativos de los basales con el fin de tener
mayor agudeza prondstica al adicional al panel de anticuerpos marcadores de
células basales como CK14, Ck5/6, p63 (Rakha, 2009).

Avances en el estudio molecular del cancer mamario en perras representa a

su vez la posibilidad de aclarar las dudas que aun persisten en relacion al cancer
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de mama en mujeres y beneficiarse mutuamente. Existen algunos investigadores
que han aportado importante resultados. Sassi et al. (2010), observaron que los
sub-grupos moleculares Luminal A, Luminal B y Basal, no mostraron diferencias
en el analisis de sobrevida, sin embrago, a pesar de no ser estadisticamente
significativo, los tumores de tipo basal mostraron mayor sobrevida que los grupo
Luminal Ay Luminal B. Mientras que la invasion vascular si fue significativamente
asociada con menor sobrevida y peor pronéstico. Concluyeron que el carcinoma
mamario canino es heterogéneo desde el punto de vista morfolégico y grado de
invasion y no se asocia directamente con la sub-clasificacion molecular, siendo
esta sub-clasificacién de mayor utilidad prondsticaprondstica al relacionarla con el
grado histolégico del tumor.

Al igual que en humanos, los carcinomas clasificados como basales se
asocian a un bajo nivel de sobrevida y corta etapa libre de enfermedad. Basado en
esta clasificacion, las neoplasias mamarias en perras pueden ser usadas como
modelo natural de estudio para este subtipo de carcinoma en humanos. Gama et
al. (2008) reportaron en una serie de carcinomas mamarios caninos, basado en
una clasificacion molecular dada por el RE, c-erbB2 y su expresién genética, que
los Luminales A se caracterizaron por ser de bajo grado y baja tasa de
proliferacién, mientras que los de tipo Basal eran en su mayoria de alto grado y

alta proliferacion.

Densidad Microvascular (DMV)

El CD31 también conocido como PECAM-1 (molécula de adhesién 1 de las
plaquetas/células endoteliales), es una proteina transmembranal de tipo 1, de una
sola cadena, con una masa molecular de aproximadamente 135 kDa, que
pertenece a la superfamilia de las inmunoglobulinas, desempefia un papel en las
interacciones adhesivas entre células endoteliales adyacentes, y también entre
leucocitos y células endoteliales. La unién del CD31 a las superficies de los
leucocitos produce la regulacion al alza de las integrinas leucocitarias funcionales,

y en la diapédesis leucocitaria a través del endotelio. Se expresa en todos los
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endotelios continuos, incluidos los de las arterias, arteriolas, vénulas, venas y
capilares no sinusoidales, pero no se expresa en los endotelios discontinuos, por
ejemplo, en la pulpa roja esplénica. Por lo tanto, es utilizado para marcar
principalmente las células endoteliales, y es una herramienta util para la
identificacion de estructuras vasculares en los diferentes tejidos sanos y
neoplasicos; permite determinar la angiogénesis en diversos tipos de tumores
(Parums et al., 1990). Lavalle et al. (2009) en un estudio determinaron la DMV en
tumores mamarios caninos; observaron positividad al anticuerpo CD31 en el 100%
de las muestras analizadas, sin embargo, a pesar de que no observaron
diferencias estadisticamente significativas entre los diferentes tipos de tumores, si
observaron menor sobrevida en las pacientes con mayor DMV.

Por otra parte, la angiogénesis es fundamental en el desarrollo de
metastasis, la presencia de marcada neo vascularizacion en las imagenes
histolégicas de los tumores es considerada de valor prondstico en medicina
humana (Leek, 2001), asi como en medicina veterinaria (Queiroga y Lopes.,
2002). Recientemente se ha descrito otra forma de angiogénesis en neoplasias
mamarias en perras, denominada mimetismo vasculogénico; en este proceso los
canales microvasculares son producidos por las células tumorales, llamadas célula
endotelio-similar, sin participacion de las células endoteliales pre-existentes. Estas
células endoteliales expresan citoqueratinas AE1/AE3 y 14, y son en su mayoria

negativos a marcadores endoteliales (Clemente et al., 2010).

Gen de susceptibilidad al cAncer de mama (BRCA)

El gen BRCA1 se localiza en el cromosoma 17921, contiene 24 exones, 22
de los cuales codifican para una fosfoproteina nuclear de 220KDa y 1862
aminoacidos (Yang y Lippman, 1999). Numerosas funciones adicionales se le han
atribuido a la BRCA1, como replicacion del DNA, puntos de control del ciclo
celular, apoptosis, regulacion de la trascripcion (Jasin, 2002).

El BRCA2 se encuentra en el cromosoma 13q, es un gen con 26 exones en
70kDa de DNA genomico, y codifica una proteina de 3418 aminoacidos (Wooster
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et al., 1994). Esta proteina esta directamente implicada en la reparacién del DNA
dafado.

Las mutaciones en los genes BRCA1/2 se caracterizan a nivel celular por
fallas en la reparacion, por procesos de recombinacion homodloga (HR), de
rupturas del DNA de doble cadena (DSBs), conllevando a la acumulacion de
aberraciones cromosomicas que contribuyen a la tumorogénesis (Pierce et al.,
2001). En mujeres con carcinoma seroso de ovario asociado a BRCA1/2 mutado,
se ha analizado la expresion de microRNAs (miRNAs) que regulan los genes
reparadores de dafio al DNA a través de recombinacién homologa, y se ha
encontrado que tumores con alta expresion de los miRNAs se asociaron con alta
deficiencia de recombinacion homdloga, encontrando una relacidén
estadisticamente significativa entre la expresion de estos miRNAs y el fenotipo
mutado de BRCA1/2 (Jianping et al., 2014).

La funcion mas claramente reportada de la proteina BRCA 2 es la
reparacion del DNA por HR del DNA de doble cadena roto, a través de la
regulacion de la proteina Rad51. La proteina BRCA2 cuenta con varios sitios de
unién a Rad51 y a la cadena sencilla del DNA (ssDNA) y media la HR; el BRCA2
facilita la unién del Rad51 y la ssDNA. (Thorslund y West, 2007).

Ambos genes han sido implicados en el cancer de mama heredo familiar,
sin embargo, también se ha demostrado disminucion de la expresion nuclear o
distribucion aberrante de la proteina BRCA1 y BRCA2 en tumores no
heredofamiliares (Yang y Lippman, 1999). Durante el metabolismo estrogénico se
generan especies altamente reactivas capaces de formar estructuras aberrantes
(aductos) en el DNA. Estos productos se encuentran en mayor cantidad en
aquéllos 6rganos que responden fuertemente a estrégenos, como la mama vy el
ovario. En pacientes con mutaciones germinales en BRCA1/2 los mecanismos
basicos para deteccion y reparacion de dafo estan alterados, lo cual permite el
cumulo de mutaciones asociadas a la formacién de estos aductos (Venkitaraman,
2001).
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En humanos se han identificado mas de 800 mutaciones en el gen BRCAZ2,
muchas de las cuales estan asociadas con un mayor riesgo de cancer de mama,
la proteina defectuosa es incapaz de ayudar a reparar el DNA dafiado o corregir
las mutaciones que se producen en otros genes. A medida que estos defectos se
acumulan, pueden permitir que las células crezcan y se dividan sin control
(Venkitaraman, 2002).

Las técnicas mas comunmente utilizadas para deteccion de mutaciones
son la de andlisis de proteinas truncadas (por sus siglas en inglés PTT), la
desnaturalizacion de cromatografia liquida de alto rendimiento, amplificacion
multiple de sondas ligando-dependientes y la secuenciacion directa de DNA. La
técnica del PTT ha dado buenos resultados pero, aunque su costo es mas
elevado, el método del chip de DNA (microarreglos) es rapido y puede
potencialmente identificar todas las variantes en una secuencia, al igual que la
secuenciacion completa del gen, la cual aunque sigue siendo costosa, es la mejor
prueba (Narod y Foulkes, 2014).

En el cancer no hereditario o esporadico, los posibles mecanismos en la
disfuncion de BRCA1 incluyen mecanismos epigenéticos que resultan en
silenciamiento transcripcional y disminucién de la expresion y estabilidad de la
proteina (Futreal, et al., 1994). En el cancer de mama esporadico, proteinas
sobre-expresadas pueden silenciar al BRCA1 por regulacién negativa, como
ocurre con la sobre-expresion de ID4 que genera silenciamiento del promotor del
BRCA1 (Beger et. al., 2001).

La proteina EMSY se ha asociado al rol del BRCA2 en el cancer
esporadico humano de mama y ovario, la EMSY se une al exén 3 del BRCA2 y
suprime su actividad (Hughes-Davies et al., 2003). Se cree que la sobre-expresion
tiene efectos similares o equivalentes a la pérdida del BRCA2 en el cancer
heredofamiliar, la EMSY es un modulador del BRCAZ2 y sobre-expresado ejerce
regulacién negativa del mismo (Yao y Polyak, 2004). Zahra et al. (2014) evaluaron
la expresion y el patron de localizacion de la proteina EMSY por

inmunohistoquimica en 116 carcinomas de mama y detectaron la expresion de
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EMSY en 76% de los tumores con localizada nuclear (18%), citoplasmica (35%) o
en ambos sitios (23%). También observaron que la expresion de EMSY se
correlaciona con el aumento de tamafo del tumor y metastasis a linfonodos.

El BRCA junto con la Poly (ADP-ribosa) polimerasa (PARP1) evitan la
acumulacion de lesiones recombinogénicas espontaneas en las células. Lineas
celulares de cancer de mama humano con BRCA 1 y 2 no funcional, son
susceptibles a niveles toxicos de inhibidores de PARP1, lo cual resulta letal para
las células por la ausencia de recombinacion homologa. La supervivencia
clonogénica se reduce significativamente cuando ambas proteinas PARP1 y
BRCAZ2 se encuentran agotadas (Helen et al., 2005).

Por otra parte, el sub-tipo molecular de cancer de mama en mujeres se ha
asociado con el fenotipo mutacional BRCA1 y 2; se ha establecido que mujeres
con mutaciones en el BRCA1 generalmente presentan tumores de alto grado
histologico (grado lll; 75%), RE negativo (75%), expresién de erbB2 negativo
(95%), p53 positivo (50%) y rara presencia en carcinoma in situ. Por su parte,
mujeres con fenotipo asociado a mutaciones en el BRCAZ2 presentan carcinomas
mamarios de grado histolégico intermedio a alto (I, 45% - lll, 45%), RE positivo
(75%), erbB2 negativo (95%), expresion de p53 positiva (40%) y es comun en
carcinoma in situ (Foulkes et al., 2004).

En perros, el gen BRCA2 se ha asociado a cancer de mama debido a
polimorfismo de nucleétidos, mutaciones, pérdida de heterocigosidad como
mecanismo de silenciamiento e inactivacion del gen. Un grupo de investigadores
detectaron en ovario y testiculo de animales sanos, seis polimorfismos de
nucleétidos simples (516 T > C, 1366 T > G, 2428, T > G, 2609A > C, 4481A>Cy
8257 T > C) y dos inserciones/deleciones (7126ins/delGTT y 10204ins/delAAA)
con posibilidad de generar riesgo al cancer de mama (Yasunaga et al., 2005).
Rivera et al., 2009, evaluaron 10 genes conocidos por estar involucrados en el
cancer de mama en humanos (BRCA1, BRCA2, CHEK2, ErbB2, FGFR2, LSP1,
MAP3K1, RCAS1, TOX3, y TP53) y asociarlos con el TMC. Utilizaron SNPs para
genotipificar perras Springer Spaniel Ingles (ESS), 212 con tumor mamario y 143
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controles. Se observaron que dos genes, BRCA1 y BRCA2, se asociaron
significativamente con el TMC y cierto limite de la asociacién para el FGFR2. Las
perras BRCA1 y BRCA2 mostraron un ODDS ratio de 4 y en los casos de
malignidad una asociacion fuerte con el gen BRCA1. Esto demuestra que el
BRCA1y BRCAZ2 contribuyen al riesgo del TMC en los ESS.

Yasunaga et al. (2012) basados en la comprension del mecanismo por el
cual la alteracion en la relacion del BRCAZ2, las proteinas reparadoras del cancer
de mama (BRC) y el RAD51, incrementan el riesgo del cancer de mama en
humanos y perras, realizaron un estudio comparativo, 2 mutaciones en el BRCA2
asociadas al BRC3 (T1425P y K1435R) del tumor mamario canino y 2
mutaciones en BRC3 (K1440R y K1440E) del cancer de mama humano. Ambas
mutaciones afectan la funcion BRC3. Asi mismo, las mutaciones en el BRC3
(T1430P y K1440R) humano corresponden a las mutaciones BCR3 (T1425P y
K1435R) canino y conllevan a resultados similares. Por lo tanto, mutaciones en
las BRC disminuyen la afinidad del RAD51 al BRCA2 canino, haciendo a las
perras un modelo para el estudio de cancer de mama humano causado por
mutaciones en BRCAZ2.

Por otra parte, niveles de expresion de los BRCA1 han sido asociados al
cancer de mama en perras. En tejido neoplasico, normal y displasico de perras ha
sido estudiado por inmunohistoquimica la expresion del BRCA1 y han observado
que el tejido normal presenta tincion nuclear a diferencia del neoplasico, donde se
observa tincion tanto en el nucleo como en el citoplasma, con disminucién
considerable en la expresion del BRCA1 en el tejido neoplasico maligno, la cual a
su vez, fue asociada con alto grado histolégico e indice de proliferacion celular
Ki67. Estos resultados conllevaron a los investigadores a concluir sobre el rol
potencial del BRCA1 en los tumores mamarios caninos malignos. Estudios en
tumores mamarios caninos esporadicos y heredofamiliares pueden contribuir al

entendimiento de la carcinogénesis mamaria (Nieto et al., 2003).
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Capitulo |

Estudio epidemiolégico del tumor mamario en perras

diagnosticadas durante el periodo 2002-2012: Un problema

creciente de salud animal

Epidemiological Study of Mammary Tumors in Female Dogs
Diagnosed during the Period 2002-2012: A Growing Animal Health

Problem

En el presente capitulo se desarrolla el objetivo especifico N° 1, Investigar los
antecedentes epidemiologicos en perras con tumor mamario, diagnosticados en el
Departamento de Patologia, de la FMVZ — UNAM (periodo 2002- 2012). Cuyos
resultados se publicaron en PLOS ONE | DOI:10.1371/journal.pone.0127381 May
18, 2015.
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RESUMEN

Los estudios epidemiolégicos permiten analizar el comportamiento de una
enfermedad, establecer factores de riesgo y criterios pronosticos fundamentales
para el estudio de las enfermedades. El objetivo de este capitulo fue determinar
las caracteristicas epidemioldégicas de los tumores mamarios en perras
diagnosticados en el Departamento de Patologia de la FMVZ — UNAM, durante el
periodo 2002-2012. Se basé en un estudio retrospectivo, tomando 1,917 biopsias
de perros con lesion en glandula mamaria remitidas al servicio de diagndstico. Se
observé una frecuencia anual de tumores mamarios de 16.8%; el 47.7 % benignos
y 47.5% malignos; el mayor numero de casos fueron epiteliales, seguidos de los
mixtos. Los tumores mas diagnosticados fueron el adenoma tubular, adenoma
papilar, carcinoma tubular, carcinoma papilar, carcinoma solido, carcinoma
complejo y carcinosarcoma. Las razas puras representaron el 80%, estando
frecuentemente afectados los Poodle, Cocker Spaniel y Pastor Aleman. Las mas
afectadas fueron las perras adultas entre nueve y 12 afios de edad, seguidas por
las de cinco a ocho anos. Se observo cierta asociacién entre algunas razas con
los tipos histoldgicos de neoplasias malignas, no siendo asi con las benignas. Las
neoplasias mamarias en perras tienen una alta incidencia; las neoplasias benignas
y malignas presentan frecuencias similares, con un despunte de las neoplasias
malignas en los ultimos afos; son mas comunes las epiteliales y las mas
afectadas son las hembras adultas a gerontes de raza pura y talla pequeia. Las
neoplasias mamarias en perras son un problema de salud animal pendiente por
atender que ejerce mayor demanda y desarrollo de la oncologia veterinaria en

México.

Keywords: Factores de riego, oncologia, cancer, mama, perras.
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Abstract

Epidemiological studies enable us to analyze disease behavior, define risk factors and
establish fundamental prognostic criteria, with the purpose of studying different types of
diseases. The aim of this study was to determine the epidemiological characteristics of
canine mammary tumors diagnosed during the period 2002-2012. The study was
based on a retrospective study consisting of 1,917 biopsies of intact dogs that
Presented mammary gland lesions. Biopsies were sent to the Department of Pathology
FMVZ-UNAM diagnostic service. The annual incidence of mammary tumors was
16.8%: 47.7%(benign) and 47.5%(malignant). The highest number of cases was
epithelial, followed by mixed tumors. The most commonly diagnosed tumors were
tubular adenoma, papillary adenoma, tubular carcinoma, papillary Carcinoma, solid
carcinoma, complex carcinoma and carcinosarcoma. Pure breeds accounted for 80%
of submissions, and the Poodle, Cocker Spaniel and German Shepherd were
consistently affected. Adult female dogs (9 to 12 years old) were most frequently
involved, followed by 5- to 8-year-old females. Some association between breeds with
histological types of malignant tumors was observed, but no association was found
between breeds and BN. Mammary tumors in intact dogs had a high incidence. Benign
and malignant tumors had similar frequencies, with an increase in malignant tumors in
the past four years of the study. Epithelial tumors were more common, and the most
affected were old adult females, purebreds and small-sized dogs. Mammary tumors in
dogs are an important animal health problem that needs to be solved by improving
veterinary oncology services in Mexico.
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Introduction

In Veterinary medicine, mammary tumors represent the most frequently diagnosed
neoplasm in intact female dogs, and 50% of these are malignant [1]. A study focusing on
the incidence of canine mammary tumors found tumors in approximately 0.05% of females
that were spayed before their first heat cycle. This figure increased to 8% or 26% when the
animals were spayed after their first or second heat, respectively. However, if the animals
were spayed later, the risk of developing malignant tumors (MN) was the same as for an
intact bitch [2]. Mammary tumors can vary in size from a few millimeters to over a few
centimeters, and at least 50% of the cases present multiple masses mainly located at the
caudal glands [3]. As in humans, canine mammary cancer is a heterogeneous group of
diseases linked to morphology and biological behavior.

Histologically, mammary tumors are classified as malignant epithelial tumors, special types
of epithelial tumors (Squamous cell carcinoma, Adenosquamous carcinoma, Mucinous
carcinoma, Lipid-rich (secretory) carcinoma, Spindle cell carcinomas and inflammatory
carcinoma), malignant mesenchymal tumors, carcinosarcoma and benign tumors (BN) [4].

Mammary gland tumors share common features between dogs and humans. For this
reason, they are excellent models for human breast cancer studies and comparative
studies in relation to breast cancer prognosis and treatment [1]. Generally, in canine
mammary tumors (CMT), especially in metastatic tumors, genes in charge of DNA repair
show genetic instability with unknown causes. Nevertheless, it is believed that aberrant
tumor cell division with damaged DNA replication, hypoxia, mutations accumulation and
DNA repair genes, epigenetic modifications can contribute to this phenomenon [5]. The
continuous cell proliferation caused by mutationally activated proto-oncogenes or tumor
suppressor gene inactivation induces the replication of damaged DNA [6]. Additionally,
chronic hypoxia or hypoxia and re-oxygenation cycles contribute to genomic instability [7].

In accordance with the Minister of Health, in Mexico City, there are an estimated 1.2 million
dogs. However, animal rights organizations declared an estimate between 3 and 5.5
million dogs [8]. Taking into consideration the canine population and the high incidence of
mammary tumors in this species, the disease can be considered a major animal health
problem, requiring diagnostic and therapeutic alternatives as well as an outstanding
infrastructure to address the issue. Given this scenario, it is mandatory that public and
private veterinary hospitals diagnosing canine mammary tumors should increase their
investment in order to properly manage the increasing number of patients affected by this
disease. In this context, the veterinary professional’s preparation, along with scientific
breakthroughs, provides adequate support for diagnostic and therapeutic strategies, which
are essential to guarantee the dog’s quality of life and health.

In Veterinary medicine, the increase in the incidence of neoplastic disease (including
mammary tumors) requires continuous development from veterinary oncology specialists.
In this respect, retrospective epidemiological studies represent a helpful approach and an
important source of information for analyzing neoplastic disease behavior over time. These
studies are also useful for establishing risk factors and prognosticating criteria from clinical
and histopathological features. Therefore, these may be translated into relevant scientific
information that may be used as a basis for experimental studies. This work aimed to
determine the epidemiological behavior of canine mammary tumors diagnosed at the
Department of Pathology, Faculty of Veterinary Medicine (FMVZ) of the National
Autonomous University of Mexico (UNAM) during the period from January 2002 to
December 2012.

Material and Methods

Epidemiology of Mammary Tumors in Female Dogs This retrospective study focused on
reviewing 11,544 dog biopsy samples processed at the Department

of Pathology, FMVZ-UNAM (January 2002 to December 2012). The study included 1,917
biopsies of mammary lesions from female dogs. Biopsy files were reviewed, and all of the
information regarding mammary tumors (histological types: benign or malignant [9],;
nonneoplastic lesions: hyperplasia, dysplasia and / or inflammation) was collected. In
every case study, the information about age, sex, breed and hormonal status was
obtained. None of the dogs were spayed before the third heat. In fact, most of the animals
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were spayed at the time of the mastectomy. Breeds were classified in accordance to their
cross height (i.e., the highest point at the loin, where it crosses two imaginary lines, a
vertical line (front legs) and a horizontal line (spine), in the following way: small (<35 cm),
medium (35-50 cm) and large (> 50 cm), in accordance with the FCI (Federation
Cynologique Internationale [10]) Breeds Nomenclature. It should be mentioned that the
same height parameter was used for the classificationof mixed-breed dogs. The specific
anatomical location of the tumor was not considered because such information was not
always available.

Statistical analyses

The analysis of data was performed using descriptive statistics and an analysis of variance
(ANOVA), as well as bivariate and multivariate analyses. Absolute and relative annual
frequencies of the cases were obtained to compare the mammary tumor frequency in
female dogs. Cumulative frequencies were compared by fitting Gaussian curves and using
the extra sum-ofsquares F test to determine if the curves were similar. Furthermore, X2
analysis was used for the proportions differentiation to determine if the frequencies of
benign or MT (same tissue of origin) were similar.

The studied population was divided in accordance to their size: small, medium and large
dogs. Diagnosed females were also classified by age using frequency distributions and
constructing histograms.

X2 (trend analyses) were used to determine the strength of the associations between the
presence of benign or malignant neoplasms and the breed, age group or size category.

A two-way ANOVA, followed by a Sidak’s multiple comparison test, was used to evaluate
the differences of the mean annual frequency in benign or MT (according to the tissue of
origin). The data are presented as the means + SE or mean and 95% CI.

Lastly, a correspondence analysis (COA) was used to assess the pattern of association
among variables exhibited by the female dog breed, size category, tumor morphology and
tissue of origin of the mammary lesion. A modification of a previously reported method was
used to achieve this objective [11]. This multivariate analysis uses X2-calculated distances
to determine the association between groups of variables; for example, a particular breed
and any morpho-logical type of mammary lesion. The analysis assumes that, for each
group of variables, there is no association between categories. Therefore, the null
hypothesis was based on equal distances between variables. In such a case, whenever
two categories of a defined variable were closer than any other category, the null
hypothesis was rejected, and a correspondence or association

was defined for these adjacent points. The correspondence analysis established sets of
combinations amongst the variables. The first combination (first factor or Dim 1) defined a
scale of variation that helped discriminate groups of variables. The second combination
(second factor or Dim 2) defined the separation of non-related groups. The sum of Dim 1
and Dim 2 explained the percentage of the total variance shown by the data.

In all of the cases, a value of p < 0.05 was considered significant. Data were analyzed
using SAS 9.0 (Statistical Analysis System, SAS Institute, USA) and Prism 6.0 (Graph Pad
Inc., USA).
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Fig 1. Annual incidence of canine biopsies registered at the Department of Pathology, FMVZ-UNAM

(2002-2012).
doi:10.1371/journal.pone.0127381.g001
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Results

Frequency of canine mammary tumors during the time of the study

During the 11 years that the study covered, a total of 11,544 tissue biopsies were
processed, with an annual average of 1,049 [95% CI: 893.4 to 1206] biopsies (Fig 1). A
total of 1,917 processed samples corresponded to mammary gland lesions from intact
female dogs (99% of cases of canine mammary tumors—CMT). Of these lesions, 47.8%
were BN and 47.5% were MN.

Other lesions accounted for the remaining 4.7% and were diagnosed as non-neoplastic
disorders, including hyperplasia, dysplasia or inflammation (Fig 2). Fig 3 presents the time
series of the total annual frequency of CMTs during the years of study, in accordance with
their biological behavior. The average annual frequency of CMTs was 16.8% [95% CI: 15.3
to 18.2]. The mean average frequencies of BN and MN were 8% [95% CI: 6.5 to 7.9] and
7.8% [IC95% CI:6.5 to 9.1], respectively. Although the frequency of both tumor types was
quite similar, the time series showed substantial differences in relation to the biological
behavior. The comparison of the adjusted cumulative frequencies depicted in Fig 4 shows
that 53% of the cumulative cases of BN were obtained during the period from 2002 to
2006. Conversely, during this period, only 35% of cumulative cases were registered for
MN, showing large differences (p < 0.001) between the fitted curves and a shift in the
accumulation of MN.

Canine mamary Type of
gland lesions neoplasm

C—=3 Benign
mmm  Malignant
3 Non-neoplasic

n=1917
Fig 2. Relative incidence of mammary gland lesions according to biological behavior.
doi:10.1371/journal.pone.0127381.g002
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Fig 3. Total annual incidence of canine mammary tumors according to biological behavior.
doi:10.1371/journal.pone.0127381.g003

Frequency of occurrence of mammary tumors according to the tissue of
Origin

During the study period, the comparison of the frequency of occurrence (CMT) with their
tissue of origin presented certain changes in the biological behavior of mammary tumors (Fig
5a— 5¢). MN of epithelial origin showed the highest number of cases, followed by mixed
tumors.
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During 2006 and 2008, a sustained increase was recorded for the occurrence of epithelial
and malignant mixed tumors. BN were mostly represented by mixed-origin mammary
lesions, and least frequently by epithelial type. Consistently, both MN and BN lesions
(mesenchymal origin) were the less frequent. Since 2006, there was a clear decrease in
benign mammary lesions (mixed origin), in contrast to the increased number of cases of MN.
(Fig 5a-5c). The relative frequency of histological types differed between MN and BN (Fig 6;
p < 0.01). Epithelial tumors occurred in 69% of the malignant lesions, while benign mixed
tumors were more plentiful in comparison to MN (56% and 29%, respectively). The annual
frequency of epithelial and mixed tumors was different (p < 0.001) between benign and MN
(see Table 1). Despite the fact that mesenchymal MN showed an annual prevalence four
times higher than BN, no significant difference was found (p > 0.05). It is important to
mention that highly significant differences were found (p <0.001) when comparing the
average annual frequencies of the three histological types for each biological behavior.
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Fig 4. Gaussian-fitted annual cumulative frequency of mammary tumors. BN: Benign tumor; MN:

Malignant tumor.
doi:10.1371/journal.pone.0127381.g004
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Fig 5. Time series of the number of benign or malignant cases of canine mammary tumors

classified according to the tissue of origin: (a) Epithelial, (b) Mesenchymal or (c) Mixed tumor.
doi:10.1371/journal.pone.0127381.g005
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Table 1. Annual frequency of canine mammary tumors according to the tissue of origin (2002-2012).

Tissue of origin CMT Benign (%) CMT Malignant (%) p value
Epithelial 304+89° 56.B+07° <0.001
Mesenchymal 15¢15° 69+27° >0.05

Mid tumor 880289° 362+91° <000t

abe gy benign or malignant neoplasm, uncommon superscript between tissue origin indicates differences at p < 0.001.

doi:10.1371/journal pone.0127381.1001

BN == Epithelial (%) —— Mesenchymal (%)

MN == Epithelial (%) ) Mesenchymal (%)
TA (148) B TC (20.1) Sarcoma (2.5)
PA @.7) Osteoma (0.3) PC (14.9) Osteosarcoma (2.3)
/_ CTA (1.9) = Mixed tumor (%) SC(8.7) Hemangiosarcoma (2.2)

PCA (1.6) BMT(35.9) AC (4.6)

BMT (35.9 "
Adenoma (1.1) CA (3(0 9) ) CPC (1.8) = Mixed tumor (%)

FIB (2.4) Others (5.4) CAS (16.4)

CC (21.0)

a b

Fig 7. Relative frequency of the main morphological types of canine mammary tumors classified according to the tissue of origin: (a)

benign and (b) malignant neoplasms.
doi:10.1371/journal.pone.0127381.g007

Main morphological diagnosis in canine mammary tumors

Figs 7-9 show the relative occurrence of a variety of morphological types of CMTs. As
mentioned above, mixed BN accounted for the highest number of the total cases, of which
35.9%, 30.9% and 2.4% were benign mixed tumors (BMT), complex adenoma (CA) and
fibroadenoma (FIB), respectively. The most frequent benign lesions (epithelial origin) were
tubular adenomas (TA), followed by papillary adenomas (PA), cystic tubular adenomas
(CTA), papillary cystic adenomas (PCA) and adenoma. Hemangioma and osteoma
represented the benign mesenchymal tumors (Fig 7a). From the malignant epithelial tumors
group, the most frequent morphological diagnoses corresponded to tubular carcinoma (TC),
papillary carcinoma (PC), solid carcinoma (SC), anaplastic carcinoma (AC) and cystic
papillary carcinoma (CPC), among others.

Benign neoplasms Malignant neoplasms

Number of cases

a‘?’@

Fig 8. Temporal changes in the frequency of the main morphological types: (a) benign and (b) malignant canine mammary
tumors.doi:10.1371/journal.pone.0127381.g008
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Fig 9. Times series showing the annual frequency allocation of the main morphological types: (a) benign and (b) MN in the

epidemiological curves, formed with the 25t 50t and 7thpercentiles for the total frequency of mammary lesions.
doi:10.1371/journal.pone.0127381.g009

The mixed-origin MN were complex carcinoma (CC) and carcinosarcoma (CAS). Finally,
osteosarcoma, sarcoma and hemangiosarcoma were diagnosed within the mesenchymal
MN (Fig 7b).

Fig 8a and 8b present the time series in relation to the BN and MN main morphological
types. BNA clear reduction in BN was observed over time, and reductions also occurred for
BMT and CA, representing the two main types of BN. Over time, the behavior of epithelial
tumors was essentially alike. In regards to MN, four out of the five major morphological
diagnoses showed sustained increases in the frequency of occurrence. Moreover, to
corroborate the abovementioned epidemiological trends, the 25" ,50™ and 75" percentiles of
all cases of CMT for BN and MN were plotted. The information is summarized in Fig 9a and
9b. For BN, the BMT and CA curves were located above the region corresponding to the 75
percentile, while the PA and TA curves were located within the 50" percentile. This area
comprised the average frequency of all of the types of BN (Fig 9a). It is important to note that
the MN curves had higher variability due to the recent upsurge in the occurrence of this type
of lesion. Indeed, the curves corresponding to CAS, CC and TC were positioned over the
75" percentile, indicating an increase in the occurrence of these morphological types (Fig
9b).

Female dog’s breed and age and their connection with the presence of
canine mammary tumors

Fig 10 shows a summary of the affected breeds according to animal size. The predominant
cate-gory corresponded to small breed female dogs (48.4%). From this category, the Poodle
and Cocker Spaniel breeds stood out in terms of frequency (n = 299 and 256, respectively),
representing a total of 33.3%. Medium breeds represented 29.1% and were characterized by
mixedbreed animals. This category presented the highest frequency among the total CMT;
332 cases and 20.1% of the evaluated tumors. It is important to highlight that the CMT
frequency according to the breed showed a higher percentage among those phenotypically
purebred animals in comparison to mixed-breed animals (80% vs. 20%, respectively).
Finally, large-sized female dogs had the lowest frequency of occurrence (22.3%). The
principal breeds within this group were the German Shepherd, Labrador Retriever and
Rottweiler. No association was found (p > 0.05) when the occurrence of BN and MN tumors
was compared to the size category. The studied population was divided into four age groups
(Fig 11). Interestingly, adult animals (aged 9—-12 years) showed the highest CMT frequency,
followed by the group of 5- to 8-year-olds. Both groups included more than 70% of the
cases. Despite obtaining these results, no significant strength of association (p > 0.05)
between age groups and MN or BN presence (within the three evaluated sizes) was
detected through X2 analysis and the odds ratio calculation.
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[ Small (%) [ Medium (%) EH Large(%)
Poodle (18.1) Mixed bred (20.1)  German Shepherd (5.4)
Cocker (15.5) Beagle (2.0) Labrador (3.4)

Maltese (4.1) Bull Terrier (1.4) Retriever (3.3)
Schnauzer (3.2)  Boxer (1.7) Rottweiller (2.6)
Dachshund (2.4) Fox Terrier (1.0) Samoyed (0.8)

Others (5.1) Others (3.1) Others (8,7)

Fig 10. Percentage of female dogs showing mammary tumors classified according to their breed and categorized by
size group.
doi:10.1371/journal.pone.0127381.g010

Fig 12 shows the CMT frequency distribution according to the biological behavior for each
age group. A lack of association (p > 0.05) between these variables is shown, as the curves
registered a very similar behavior. Jointly, these results suggested that the presence of
benign or MN was independent from the affected animal age and/or size.

Correspondence analysis (COA) was used to assess the strength of association between
breeds, tissue of origin and morphological type of CMT. This multivariate analysis was
performed according to the tumor size category and biological behavior. In this respect, COA
is an extremely useful multivariate statistical tool to use to find patterns of association
between nominal variables, such as those included in this work.

For small-sized breeds, the Poodle and Schnauzer showed the strongest CC and TC
association, judging by the proximity between the variables included in the analysis and
formed groups. Meanwhile, the Cocker Spaniel showed a higher correspondence or
association with CAS and mesenchymal origin tumors.

Age group
(years)
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9.53 +£2.98
400+
300+

Number of cases

Jisco B
T

Large

T
Medium
Size group
Fig 11. Age group distribution. Female dogs diagnosed with mammary lesions classified

according to their size.
doi:10.1371/journal.pone.0127381.g011
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Fig 12. Age group distribution. Female dogs diagnosed with benign or malignant neoplasm.
doi:10.1371/journal.pone.0127381.9g012

Maltese dogs were mainly associated with epithelial tumors (Fig 13a). Medium-sized dogs
(e.g., Mixed breed, Beagle and Boxer) formed a well-defined group, showing a strong
association with mixed-origin tumors (CAS and CC) and two of the main epithelial tumors
(Fig 13b).

Lastly, large-sized breeds showed a pattern consistent with the one shown in medium-sized
breeds. A compact group was formed by the mixed-origin tumor and two of the main
epithelial tumors (PC and CT), and these tumors were all closely associated with German
Shepherds and Rottweilers (Fig 13c).

We must consider that within BN, mixed-origin tumors (MBT and CA) represent
approximately 60-70% of all of the observations for all breeds. For this reason, the
correspondence analysis did not show any association between breeds, tissue of origin or
morphological type of cancer.

Discussion

This study allowed us to confirm that females were mainly affected by CMT. In veterinary
medicine, mammary tumors represent the most frequently diagnosed neoplasm in intact
female dogs [5]. A study of the incidence of canine mammary tumors showed that tumors
oc-curred in 0.05% of females spayed before the first heat cycle, and this incidence
increased to 8% or 26% when the animals were spayed after the first or second heat. If the
animal was spayed after this period of time, the risk of developing MN was the same as for
an unspayed bitch [2].

It is widely known that females are predisposed to present this disease because of the
tropism of natural estrogens in relation to the mammary gland that are capable of stimulating
cell proliferation and generating carcinogenesis through potential cells. Likewise, it
represents stimulation in transformed or pre-initiated cells in order to promote its expression
[12]. Epidemiological studies performed on animals indicated that 17 beta-estradiol (E2) was
linked to breast cancer. It is known that E2 can be activated by epoxidation and that it is
surely capable of inhibiting DNA synthesis for DNA- binding and adduct formation (in vivo
and in vitro), playing an important role as a mammary carcinogenesis promoter [13].

CMT frequency reported in different countries may vary according to the place where the
study was conducted. The study performed in Mexico (16% CMT frequency) was similar to
the one conducted in Venezuela [14]. (17.1% CMT frequency). These studies both reported
the presence of mammary gland tumors in 221 biopsies from dogs. Currently, in developed
countries, the frequency of female dog mammary tumors has diminished due to reproductive
health policies. These programs are responsible for spaying animals at an early age, and as
a result, there are fewer chances of developing the disease. In female dogs, mammary
cancer is a heterogeneous group in terms of morphology and biological behavior [4].
Mammary tumors represent 50% of all malignancies affecting unspayed female dogs [15].
This information is consistent with our report, which found 41-53% MN [16]. A previous
study clearly showed 28 malignant and 57 BN, despite the fact that in 15 of the cases, the
tumor behavior was unclassified [17].
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Fig 13. Correspondence analysis of the pattern of association between breed, morphological type and tissue of
origin, in relation to canine mammary tumors: (a) small-sized, (b) medium-sized, and (c) large-sized female dogs
diagnosed with malignant neoplasm. The association between variables is interpreted according to the distance
that separates the adjacent categories of each variable. Thus, the lesser the distance, the greater the
correspondence or association between groups of variables. Dim 1 and Dim 2 were defined as the main variance
components within the multivariate analysis, accounting for 89-93% of the explanation of the total variation
exhibited by the data.

doi:10.1371/journal.pone.0127381.g013
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Recently, the number of malignant diagnoses increased, and this situation can be linked to
the habits of pet owners, who may expose their dogs to oncogenic substances. In recent
years, the incidence of mammary tumors has increased in female dogs, perhaps due to
environmental pollution and, more specifically, due to chemical exposure [18].

Furthermore, epidemiological studies showed that rodenticides were environmental
pollutants involved in the development of tumors, including mammary cancer [19]. Moreover,
it is extremely probable that diet, body mass and estrogens may be the cause of mammary
cancer in female dogs, as in humans. When diet, fat and hormones are combined, these
factors can induce or promote mammary cancer by genomic damage. The relationship
between dietary fat and cancer is very complex, as certain fat metabolites binding to steroid
receptors are capable of raising or lowering DNA transcription functions. Body fat deposits
may also alter the hormonal balance, as adipocytes are important sources of testosterone
and thus estrogen synthesis. Androgen conversion into estrogen can be proportional to the
body mass and body fat degree [20].

In regards to the histological type of the CMT, this study mainly observed mixed epithelial
tumors. The most common tumors were of epithelial origin, followed by mesenchymal,
representing almost 1% of mammary cancers [21]. Adenocarcinoma was reported as the
most common lesion (52.3%), followed by mixed tumors (44.7%) and fibrosarcoma (2.7%)
[14]. Other researchers have included histologic diagnoses among seven carcinomas in situ:
19 simple carcinomas, 25 complex/mixed carcinomas (16 complex tubulopapillary
carcinomas and four mixed types) and squamous cell carcinoma [22]. Likewise, another
review was classified as single carcinoma (33.3%) and complex carcinoma (66.7%) [18].
Finally, a higher frequency of MN (78.3%)was reported as follows: simple carcinoma
(28.3%), complex carcinoma (15.09%), mixed type carcinoma (15.06%) and carcinosarcoma
(13.85%); second, benign:(12.27%) benign mixed tumor (4.72%), adenoma (3.3%) and
fibroadenoma (2.83%); and to a lesser extent non-neoplastic lesions (8.2%) and 1.4%
tumors were unclassified [23].

A number of epidemiologic studies were consistent with our report. The most affected
breeds are the small breeds, according to the location of the study. Nevertheless, the
problem is increasing in large-sized animals. In our study, the breeds most commonly
affected by CMT were the Poodle, Cocker Spaniel, German Shepherd and Labrador
Retriever, which were among the most popular breeds affected by CMT, as well as
Dachshund, Yorkshire Terrier, Shih Tzu, Beagle and Boxer [24]. In other studies the most
commonly reported breeds affected by CMT include Poodle, Maltese, Chihuahua, Beagle,
Yorkshire Terrier, Bichon Frisé, Cocker Spaniel, English Springer Spaniel, Setter, Hound
and German Shepherd [25]. A study conducted in Sweden noted that English Springer
Spaniels had a clear predisposition to mammary cancer (36%), [17] followed by Spaniel
Cocker, Doberman, German Shepherd and Boxer [26].

Venezuela has mainly reported CMT in purebred dogs, including Cocker Spaniel, Poodle
and German Shepherd [14]. Mammary tumors were observed on 155 patients as follows:
Poodles (83 cases); Cocker Spaniels (11 cases); Crossbreeds (10 cases); Boxers (6 cases);
and German Shepherds (5 cases) [23]. In India, the disease was reported in crossbreed
dogs (19.61%), German Shepherds (17.66%) and Labrador Retrievers (13.73%) [27].

There is a wide age range for presenting CMT. Some studies reported that CMT presented
between approximately 3 and 22 years, with an average of 9 years [23]. The current study
had a range from 3 to 15 years old, with an average age of occurrence from 9 to 12 years
old. However, some breeds may develop CMT at younger ages. For example, the Springer
Spaniel (Swedish population) had an average age of 6.9 years old [26]. Similarly, certain
researchers found that in a group of 45 female dogs, the most affected were the dogs
between 4 to 15 years old [22].

Another study reported the disease in dogs between 2 and 16 years old, with an average of
9 years old. The higher incidence presented in animals between 10 to 12 years old
(31.37%), followed by animals between 8 and 10 years old (23.53%). A lower incidence was
reported in dogs over 14 years old. The disease was not present in patients less than 2
years old [27]. In both women and female dogs, mammary tumors rarely occur before 25
years old and 5 years old, respectively [28].

Additionally, there is no statistically significant relationship between the different histologic
diagnoses and breed, age, tumor size, reproductive history and exogenous hormone
treatment application. This observation was congruent with our results, as we did not find a
relationship between the CMT and the affected dog’s age. Nevertheless, we did observe a
certain degree of association in some breeds that presented histological types of CMT. This
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situation requires widening the research in regards to family inherited mammary cancer
through molecular genetics [23].

This study noted that the CMTs average annual frequency did not appear to have suffered
any alteration (Fig 10). However, this study is important, as Mexico has manifested a canine

population growth within the last few years. According to the Federation Cynologique
Internationale (FCI), [10] over the past few years, the pure breeds’ records have increased.
A total of 486,246 pure breed dogs were registered during 2008. In 2012, this number
increased to 634,944. The INFOMEX System of Mexico City (INFOMED) stated that there
are an estimated 1.2 million dogs in the city.

During April 2014, Consulta Mitofsky (a private polling firm) was in charge of conducting a
survey in Mexico. This survey confirmed that over the last 3 years, a significant number of
Mexican homes contained pet dogs (3%), regardless of their economic status (87.4%- low
socioeconomic status and 88.6%-high socioeconomic status). The survey indicated an
estimated average of 2.5 visits to the veterinary doctor per year. Owners with the lowest
socioeconomic status led this practice [29]. In addition, Mexico does not have canine
reproduction laws, and for this reason, Mexican people are not accustomed to neutering
bitches. Often, the animal reaches the age of maturity without being spayed, becoming more
susceptible to different types of diseases, including CMTs.

Conclusions

The results of this study supported the conclusion that, in female dogs, mammary tumors are
a major animal health problem that is increasing, and further development and research
using veterinary oncology is required. In dogs, mammary tumors frequently present as
benign and malignant lesions, often showing similar frequencies. Nevertheless, in recent
years, there has been a significant tendency toward MN. It should be stressed that the most
common mammary cancers were epithelial, that the most affected patients are adult females
to elderly individuals, and that there was no direct relationship between age and biological
behavior. Likewise, purebred small-sized (Poodle and Cocker Spaniel) female dogs had
higher frequencies of CMT.
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Capitulo Il

Asociacion de las caracteristicas histolégicas con los posibles

factores de riesgo y la sobrevivida en tumores mamarios caninos

Association of histological featureswith potential risk factors and

survivalin canine mammary tumors

En el presente capitulo se desarrolla el objetivo especifico N° 2 y 3. Determinar los
factores de riesgo (edad, raza, condicion corporal, datos ginecolégicos) de las pacientes
con tumor mamario canino. Y Clasificar las neoplasias mamarias segun parametros
clinico-patolégicos tales como: numero y tamafio de los tumores y tipo histologico.
Publicado en Veterinaria México OA Vol. 3; No. 1 January-March 2016
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RESUMEN

Las caracteristicas epidemiologicas y clinico-patolégicas del Tumor Mamario
Canino presentan informacion valiosa para analizar el comportamiento de la
enfermedad y son un recurso potencial para los avances del cancer de mama en
mujeres. El objetivo de este trabajo fue asociar las caracteristicas histoldgicas,
factores de riesgo y sobrevida en perras con Tumor Mamario. De 80 perras
enteras, se recolectaron 178 tumores mamarios, los cuales fueron evaluados
segun el numero y tamano de los tumores y clasificados histolégicamente; de cada
paciente se obtuvo informacién referente a edad, raza, condicion corporal, datos
ginecologicos, recidiva y sobrevida a los 18 meses post-cirugia. En nuestro
estudio, la mayoria de las pacientes fueron mayores de ocho afios de edad, con al
menos un tumor maligno, que solia ser solitario, de gran tamafio y de mal
prondstico. Los tumores mas frecuentes fueron los de origen mixto, los benignos, y
los epiteliales malignos (adenoma complejo, tumor mixto benigno, carcinoma
complejo y carcinoma tipo mixto). Las razas mas frecuentemente afectadas fueron
el Poodle, Cocker Spaniel y Dachshund; sélo el Cocker, Labrador y Pastor Aleman
presentaron mayor riesgo. En general los datos indican que el Tumor Mamario
Canino afecta principalmente hembras enteras, adultas mayores de 8 afos, se
presenta en diversas razas; cursa con mortalidad alta y sobrevida corta en
pacientes con tumor maligno de gran tamano; por otra parte, las razas mas
frecuentemente afectadas no necesariamente son las mas predispuestas.
Nuestros datos no apoyan la hipétesis de mayor riesgo de Tumor Mamario Canino

en perras nuliparas.

Palabras claves: Tumor mamario canino, epidemiologia, sobrevida,

caracteristicas clinico-patologicas.
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Association of histological features
with potential risk factors and survival
in canine mammary tumors

Abstract The epidemiological and clinicopathological features of
canine mammary tumors may provide valuable information to
facilitate analysis of the behavior of the disease and represent a
potential tool for the study of breast cancer in women. The aim of this
study was to associate the histological features of canine mammary
tumors with potential risk factors and survival. One hundred and
seventy-eight mammary tumors were collected from 80 female dogs.
The statistical analyses consisted of a series of univariate studies
and frequencies of the different study variables, such as a bivariate
analysis with the Chi squared test (x2), a relative risk and Kaplan
Meier survival analysis, and a multiple correspondence analysis was
used to correlate the tumor’s biological behavior with the dogs’
breed. Most patients were older than 8 years and had at least one
malignant tumor, which was usually solitary and measured more than
6 cm; these patients had poor survival. The most frequent tumors
were a complex adenoma, benign mixed tumor, carcinoma complex
and mixed type carcinoma. The most commonly affected breeds
were Poodle, Cocker Spaniel and Dachshund, and the breeds at the
highest risk of tumor development were Cocker Spaniel, Labrador
Retriever and German Shepherd. Overall, the data indicated that
mammary tumors in dogs mainly affected older females with
malignant tumors and that there were high mortality and short-term
survival rates. However, the most commonly affected breeds were
not necessarily the most susceptible. Our data do not support the
hypothesis of an increased risk of canine mammary tumors in
nulliparous female dogs.

Keywords: Canine mammary tumor; Epidemiology; Survival;
Clinicopathological features.

Introduction

Mammary cancer is the most common malignant neoplasm in intact
dogs. Canine mammary tumors (CMTs) can vary in size from a few
millimeters to several centimeters; they can exist in multiples (at least
in 50% of the cases) and usually involve the caudal glands (Wey et
al., 2000). Histologically, CMTs are classified as malignant epithelial

neoplasms (carcinomas), special types of carcinomas, malignant
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mesenchymal neoplasms (sarcomas), carcinosarcomas and benign
neoplasms (Goldschmidt et al., 2011).

Some risk factors associated with mammary gland tumors in dogs
include gender and breed; it is well known that females are
predisposed to the disease due to the tropism of natural estrogens
for the mammary gland (Yu et al., 2002). Epidemiological studies
often report a higher susceptibility in small-size breeds, although the
number of reports in large-size breeds is increasing. The most
frequently affected breeds include Poodle, Maltese, Chihuahua,
Beagle, Yorkshire Terrier, Bichon Frisé, Cocker Spaniel, Springer
Spaniel, Irish Setter and German Shepherd, among others (Bronden
et al., 2010). In a retrospective study of biopsies of lesions in the
mammary gland of female dogs, Salas et al. (2015) observed the
epidemiological characteristics of canine mammary tumors and
concluded the following: (1) mammary tumors in intact dogs had a
high incidence (16.8%); (2) benign and malignant tumors had similar
frequencies (47.7% vs. 47.5%, respectively); (3) epithelial tumors
were the most common; (4) the most commonly affected dogs were
old adult females (9 to 12 years old), purebreds (Poodle and Cocker
Spaniel) and small-size dogs; and (5) there was an increase in
malignant tumors in the last four years of the study. Therefore,
mammary tumors in dogs are an important animal health problem
that needs to be solved by improving veterinary oncology services in
Mexico.

The increasing number of neoplastic conditions found in veterinary
medicine, including mammary neoplasms, justifies further research
efforts in the field of veterinary oncology. In this regard, it is
necessary to develop studies that correlate histological features with
a clinical outcome and to establish the most significant risk factors
associated with the development and clinical behavior of canine
mammary tumors. This development would provide valuable
information that could be used to improve the diagnosis, prognosis
and treatment of CMT patients. In addition, this information could be
compared to data from other countries. It is also important to identify

molecular markers that may help to achieve more accurate
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diagnoses, provide prognostic information, and offer better treatment
options for canine patients with mammary cancer. In turn, because
dogs with spontaneous mammary tumors have proven to be an
animal model par excellence (Gama et al., 2008; Cassali et al.,
2006), defining the most significant clinicopathological features of
CMTs may offer valuable information for the study of breast cancer
in women. We hypothesized that there is an association among
histological features, risk factors and survival in female dogs with

mammary tumors.

Material and methods

Eighty patients with mammary tumors undergoing lumpectomy or
mastectomy at the Teaching Animal Hospital in FMVZ-UNAM from
February 2012 to October 2013 were included in this study with the
consent of their owners. Sampling was performed by convenience,
as the typical cases were selected (Casal et al., 2003).

Because most patients had more than one tumoral mass, a total of
178 different mammary tumors were analyzed. To calculate the
relative risk (RR), 80 patients over 4 years of age were randomly
selected from hospital files, and these patients did not have a
medical appointment not related to a mammary neoplasia during

the same period of time were added to this study. Information on
age, breed, body condition score and gynecological data (OVH and
parity) was obtained from these patients.

The number and size (largest dimension) of tumors was obtained
from each patient. Tissue specimens were fixed for 48 hours in 10%
buffered formalin; they were trimmed, processed, embedded in
paraffin, cut at 5 mm and stained with hematoxylin and eosin (H&E)
(Thomas, 1995). Histological sections were reviewed and classified
according to the grading of canine mammary tumors proposed by
Goldsmith et al. (2011), which includes histogenesis, differentiation
and anaplasia, and evidence of local invasion (stromal and
vascular). Histological classification was established by the
consensus of three experts. Risk factors included age, breed, body
condition (based on a scale of 1 to 5, where: 1 = emaciated, 2 =
underweight, 3 = ideal, 4 = overweight, and 5 = obese) and
gynecological data.

To determine the biological behavior of the tumors, these 80 patients
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were followed up with regard to their general health status, evidence
of recurrence or metastasis, and survival every 6 months during a
period of 18 months after the initial surgery (patients were excluded
if they died from suggestive causes of mammary disease, based on
evidence of metastasis from clinical data. Some of the follow-up
patients had X-ray analysis, others had X-rays and ultrasounds, and
other patients were only examined physically.

Statistical analyses were performed using IBM SPSS Statistics 22
(IBM Corporation, 1994- 2016, USA) and consisted of a series of
univariate analyses and frequencies of the different variables,
bivariate analysis with the Chi Squared test (x2), relative risk and
Kaplan Meier survival analysis. A P < 0.05 value was considered
statistically significant. A multiple correspondence analysis (MCA)
(Costa et al., 2013) was performed between the biological behavior
of the tumor and the dogs’ breed (both purebreds and mixed-breeds
were included). The graphs were built using the Prism 6.0 package
(GraphPad Software, Inc., USA).

Results
Number and size of tumors

From the 80 dogs studied, 55 (68.7%) had multiple mammary
masses in different mammary glands, whereas only 25 of them
showed solitary tumors (31.3%). In total, 178 different tumors were
analyzed. In most cases, the dogs had between 2 (59/178; 33.1%)
to 3 tumoral masses (46/178; 25.8%), and a few patients showed 11
(5/178; 2.8%) to 18 (4/178; 2.2%) masses. Of these 178 tumors, 104
(58.4%) were benign tumors, and 74 were malignant (41.6%). In
addition, it was observed that single malignant tumors (15/74;
20.3%) were more common than single benign tumors (10/104,
9.6%) (x2 P < 0.04).

The sizes of the major tumoral masses varied; the most frequent
size was < 3 cm (104/178; 58.4%), which was followed by tumors >
6 cm (43/178; 24.2%) and tumors between 4 to 5 cm (31/178;
17.4%). The biological behavior and size of the tumoral masses
correlated, showing a highly significant difference (x2 P < 0.05), with

a trend for benign neoplasia < 3 cm and for malignant neoplasia > 6
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cm (Fig. 1).

Benign Malign

Figure 1. Frequency of canine mammary tumors according to their size (cm).
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Figure 2. Frequency of canine mammary tumors according to their morphological dassification.

CA: complex adenoma; BMT: benign mixed tumors; SA: simple adenoma; IPA: intraductal papillary adenoma; FIBROA:
fibroadenoma; SC: simple carcinoma; CC: complex carcinoma; MTC: mixed type carcinomas; SARCOMA: sarcoma; SDC:
solid carcinoma; COMD: comedocarcinoma; CARS: carcinosarcoma; STC: special type carcinomas.

CMT morphological classification. The histological analysis of the mammary
tumors per dog showed a higher frequency of benign than malignant tumors;
however, most of the dogs had multiple tumors, some of which were benign
and some were malignant. We noted that more patients had at least one malig-
nant mammary tumor (48/80; 60%), whereas those with only benign tumors
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were fewer (32/80; 40%).

Figure 2 shows the frequency of the different histological tumor types that were
found. The most frequent benign mammary tumor was the complex adenoma
(CA) (42/104, 40.4%), which was followed by benign mixed tumors (BMT)
(30/104, 28.8%). On the malignant side, the most frequent tumors

Table 1. Relative risk (RR) of mammary canine tumors according to age, size, breed and parity.

. Total Number |Numberof| Number | Number
49 17 31 9 8 0.5 1.1

<7 years

Age 8-12 years 91 50 41 25 25 1.2 1.0
>13 years 20 13 8 12 1 1.9 120
Small 105 50 55 28 22 0.9 1.3
Breed size Vsl 31 15 16 9 6 0.9 1.5
Large 24 15 9 8 7 1.7 1.1
Mixed breed 23 9 14 7 2 0.6 75
Pure 137 71 66 45 35 1.1 1.3
Cocker 17 11 5 6 5 2.2 1.2

Poodle 36 21 15 12 9 1.4 1.3
Dachshund 14 8 6 5 3 13 1.7
Schnauzer 15 4 11 2 2 0.4 1.0
Labrador 8 6 2 4 2 3.0 2.0
Rottweiler 3 5 0 1 2 - 0.5

German Shepherd 3 2 1 2 0 2.0 =
No 110 57 53 31 26 1.1 12
rity Yes 50 25 27 14 9 0.9 1.6

CMT: canine mammary tumor; MCMT: malignant canine mammary tumor; BCMT: benign canine mammary tumor.

were simple carcinomas (SC) (18/74, 24.3%), complex carcinomas (CC)
(11/74, 14.9%) and mixed-type carcinomas (MTC) (9/74, 12.6%).
Moreover, the analysis of the CMT frequency based on the tissue of origin
produced a similar occurrence of mixed and epithelial tumors. According to
the biological behavior of the CMT, the mixed-type neoplasm was the most
frequent (67%) of benign tumors; malignant tumors tended to be mainly
epithelial (51%), showing a highly significant difference between groups (x2
P < 0.05).

Risk factors associated with CMT

e Age: a wide range of ages was observed in patients with CMT (3-16 years);
the highest frequencies were for 8 (20%), 12 (16.3%), 11 (13.7%), and 9
years old (10%). In general, the most affected patients were dogs > 7 years
old (67.5%), and they showed both benign (50%) and malignant CMTs
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(50%). In dogs > 13 years old, the ratio aligned towards malignant CMTs
(92.3%), with a moderate risk of developing CMT and a higher risk that
these tumors were malignant (x2 P < 0.05) (Table 1).

o Breed: As Table 1 shows, a wide variety of breeds affected with CMT was
observed. Although purebred dogs had a higher frequency than mixed
breeds, a significant relative risk predisposing them to the disease was not
evident. However, mixed-breed dogs showed a higher risk of malignant
tumors. In relation to the size of purebred dogs, the most affected were the
small- and medium- size dogs, which did not show a risk or it was a non-
effective risk disease. Among purebreds, the Poodle was one of the most
frequently affected breeds, although its risk of disease was relatively low;
the Cocker Spaniel had a moderate risk; the Dachshund showed a
moderate risk for malignant tumors, although it had a lower CMT risk; the
Labrador Retriever had the least frequency of occurrence, but it showed a
higher risk of mammary tumors and a moderate risk of malignant mammary
tumors; the Rottweiler and the German Shepherd showed a moderate risk
of developing CMT (Table 1).

Gynecological data

Almost none of the patients were neutered within the first year and a half
(78/80, 97.5%), and most of them were ovary-hysterectomized at the time of
mastectomy. It was also observed that most dogs with mammary tumors were
nulliparous; however, this condition had a negligible risk for CMT (Table 1).

Body condition score

At the time of surgery, 53.8% (43/80) of the dogs studied showed a body condi-
tion score (BCS) of 3; 28.8% (23/80) had a BCS of 4; 10% (8/80) had a BCS of
5; and 7.5% (6/80) had a BCS of 2. None of the dogs had a BCS of 1. By
relating the body condition of patients to the biological behavior of mammary
neoplasms, 51.2% (22/43) and 48.8% (21/43) of the dogs with a BCS of 3 had
benign and malignant tumors, respectively, whereas 73.9% (17/23) of the dogs
with a BCS of 4 tended to have malignant tumors, although the difference was

not statistically significant (x2 P > 0.05).
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Recurrence and survival

Eighteen months after surgery, 15/80 (18.8%) patients had new tumoral
masses. Of these patients, 7/15 (46.7%) had benign tumors, and 8/15 (53.3%)
had at least one malignant tumor (P > 0.05). The recurrence of benign and
malignant tumors was proportionally similar. Twenty-four out of 48 patients
(50%) with at least one malignant mammary tumor, died; vascular infiltration
was observed in 18/24 (75%) of these patients, and 14/18 (77.8%) died within
the study period (P < 0.05).

Patients with malignant mammary tumors had a significantly shorter survival
time than those with benign tumors (Fig. 3). Of the patients with malignant
mammary tumors, 19/74 (25.7%) died during the post-surgical follow-up; of
these, 89.5% (17/19) exhibited an early death or died within a year. On the
other hand, patients with tumors < 2 cm had higher survival proportions than
those with tumors > 6 cm. Tumor size could thus be considered an important
prognostic factor (P = 0.009) (Fig. 4), as the following data shows: patients with
CARS, COMD, and CSD tumors had a survival time of less than 6 months (2,
5.5, and 6 months of median survival, respectively), whereas patients with SC,
CC, and MTC tumors had a median survival time of 11 months (Fig. 5).
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Figure 3. Survival analysis of patients with benign and malignant canine mammary tumors.
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Figure 4. Survival analysis related to tumor size.
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Figure 5. Survival analysis related to the morphological type of canine mammary tumors. SC: simple carcinoma; CC: complex

carcinoma; MTC: mixed type carcinomas; SC: simple carcinorma; SDC: solid carcinoma; COMD: comedocarcinoma, CARS:

carcinosarcoma.

Discussion

Similar to our findings, other researchers observed that tumor size is an

important prognostic factor: small mammary masses tend to be benign, and

larger tumors tend to be malignant. In our study, patients with tumors < 2 cm
showed a higher survival period than those with tumors > 6 cm. Ferreirai et al.

(2009) found that 80% of benign tumors were < 5 cm, whereas 87.1% of

malignant tumors were > 5 cm, which emphasizes the importance of evaluating

tumor size; this variable is inexpensive and simple to assess routinely.

Similarly, Ressel et al. (2013) found that mammary carcinomas showed a

larger diameter (8 cm) than adenomas (3 cm); a lower survival time was found
in dogs with tumors > 5 cm.
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Oliveira et al. (2003) reported that mammary tumors represent approximately
50% of neoplastic diseases in female dogs, and 41 to 53% of these are
malignant (Fonseca and Daleck, 2000). In our study, 58.4% were benign
tumors, and 41.6% were malignant tumors, which is similar to the observations
of Salas et al. (2015), who performed an 11-year retrospective study (2002-
2012) in Mexico City. In this study, 47.8% of the total of mammary tumors were
benign, 47.5% were malignant and 4.7% were non-neoplastic mammary
lesions (hyperplasia, dysplasia or mastitis).

Regarding histological variants, similar to this study, other researchers found
that the most common benign variants include mixed tumors and complex ad-
enomas. The most common malignant variants were carcinomas that
originated with a previous benign tumor, simple carcinoma and complex
carcinoma (Im et al, 2014). In addition, Ressel et al. (2013) observed that
complex adenomas were among the most common benign lesions, and simple
carcinoma was the most common malignant variant.

Regarding the risk factors associated with mammary neoplasia, our results
showed similarities with other epidemiological studies that had reported a wide
age range in CMT patients. In our study, the range was from 3 to 15 years, with
an average age of 8 to 12 years. Similarly, Kuldip et al. (2012) reported an age
range from 2 to 16 years for mammary tumor development in dogs, with an
average age of 9 years. The higher incidence was in dogs between 10 to 12
years old (31.37%). In addition, Zatloukal et al. (2005) found that dogs over 13
years of age showed the highest risk for the development of malignant tumors.

The breed predisposition reported for CMT is very diverse. In this study, the
most commonly affected animals pertained to a small-size breed; however, the
occurrence of mammary tumors has recently been increasing in large-breed
dogs according to some authors, probably as a result of breed popularity in
different geographic areas (Bronden et al., 2010). Rivera et al. (2009) reported
that in Sweden, English Springer Spaniels showed a 36% predisposition for
mammary cancer. Egenvall et al. (2005) reported a high incidence for
mammary tumor development in Spaniels, Dobermans, German Shepherds
and Boxers (Egenvall et al., 2005).

It is well known that dog breed popularity varies according to each country,
which may influence breed predisposition analyses (Salas et al., 2015);
however, we identified a moderate relative CMT risk in Cocker Spaniels. In
addition, Dachshunds and mixed-breed dogs showed an increased risk of
developing malignant mammary tumors. These breeds were also identified to

be predisposed for CMT in a retrospective study performed in Mexico City
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using data from canine patients from the last decade (Salas et al., 2015). In a
retrospective study conducted in the Czech Republic from 1977 to 2001,
Zatloukal et al. (2005) reported that Poodles, Schnauzers, Cocker Spaniels,
and Dachshunds were predisposed to developing mammary neoplasia. On the
other hand, these authors did not find any CMT risk in large-breed dogs. This
finding was contrary to our study in which we found a risk of disease even
though those breeds are less popular. Furthermore, small-size breeds,
particularly Poodles, did not show a significant risk despite being the most
frequently affected breed. This demonstrates that a high CMT frequency in a
popular breed does not necessarily indicate high breed susceptibility.

Several authors have reported an association between obesity, particularly in
early life stages, and the development of mammary cancer in bitches (Sonnen-
schein et al., 1991; Perez et al., 1998). We found that most fat dogs had
malignant neoplasms; however, there was not a significant difference in cancer
development between dogs with a healthy body condition and fat animals.

It appears that exposure to endogenous ovarian hormones early in life is the
most important cause of mammary tumor development in dogs, and the
protective benefit from ovarian hormonal ablation seems to be dose-
dependent. This means that the protective effect of ovariohisterectomy is
strongest in patients with no exposure to minimal hormonal exposure and
diminishes quickly after the first few years of life. Estrogen can be activated by
epoxidation, thus gaining the ability to damage DNA and initiate mammary
carcinogenesis (Yu, 2002). None of the patients analyzed in our study were
neutered before their first estrous, which allowed their mammary tissue to be
under a significant hormonal influence.

In this study, most CMT patients were nulliparous; however, contrary to the
belief that has been held in veterinary medicine and has been tested in women,
this variable was not a predisposing risk factor for the disease, which
overthrows the myth that dogs must gestate to decrease the incidence of
mammary tumor. It is well known that women who give birth and breastfeed for
3 months or more have a reduced risk of developing breast cancer; therefore,
breastfeeding and term pregnancy have a protective effect against breast
cancer (Rojas, 2008).

In this study, we observed that vascular invasion and the presence of
neoplastic emboli in the lumen of lymphatic and blood vessels were poor
prognostic factors. Chang et al. (1995) found a correlation between the
presence of neoplastic emboli and a survival time between 18 to 24 months in

dogs with CMT. Furthermore, Diessler et al. (2009) observed that vascular
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invasion can be used as an important CMT prognostic value.

The histological type is an important independent prognostic factor for CMT.
Benjamin ef al. (1999) reported fatal outcomes in Beagles associated with
ductular carcinomas (62.5%) and adenocarcinomas of other origins (27.4%;
solid, tubular, or papillary carcinomas; simple or complex). They also evaluated
that in complex carcinomas, the rate of recurrence was 3.8%, and the rate of
metastasis was 43.4%; for simple carcinomas, the numbers were 4% and 52%,
respectively; and for ductular carcinomas, the numbers were 4.3% and 59.6%,
respectively. The rate of metastasis for carcinosarcomas was 100%. In our
study, the worst prognosis was observed in solid carcinomas,
comedocarcinomas, and carcinosarcomas in decreasing survival time order.
On the other hand, the least aggressive types were simple carcinomas, mixed
carcinomas, and complex carcinomas; the latter histologic type showed the
longest survival time. This observation coincides with a previous report that
showed that complex carcinomas exhibited a low rate of local invasion and
lymphatic permeation (Misdorp and Hart, 1976).

Conclusions

In the present study, the majority of patients had multiple mammary masses,
and most tumors (58.4%) were benign. Most patients with multiple neoplastic
masses had at least one malignant tumor. Canine mammary tumors often
affected dogs older than 8 years of age, and geriatric dogs tended to present
malignant tumors. Commonly affected breeds included Poodles, Cocker
Spaniels and Dachshunds, but only Cocker Spaniels presented a significant
risk for mammary tumor development, which demonstrates that the most
commonly affected breeds are not necessarily the most susceptible. In this
study, the increased risk of disease in nulliparous dogs was not corroborated.
Mortality was the highest and the survival periods were the shortest in patients
bearing malignant tumors larger than 6 cm. The shortest survival periods were
also noted in animals with solid carcinomas, comedocarcinomas, and

carcinosarcomas, in decreasing order.
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Capitulo Il

El Uso de Biomarcadores y el Sub-Tipo Molecular como un
Indicador Prondstico en Pacientes con Tumor Mamario

Canino en México

En el presente capitulo se desarrollan los objetivos especificos N° 4 y parte del N°
6, Clasificar las neoplasias mamarias caninas mediante la identificacion de
biomarcadores moleculares (RE, erbB2, Ki67, CD31) y el sub-tipo molecular, a
través de inmunohistoquimica. Y Relacionar la expresion de los biomarcadores y
el sub-tipo molecular con las caracteristicas clinico-patolégicas en el tumor

mamario canino.
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RESUMEN

La clasificacién del tumor mamario canino (TMC) basada en la expresion de
biomarcadores pretende definir subgrupos en los diferentes tipos histologicos, con
el fin de estudiar su comportamiento bioldgico, establecer criterios prondsticos y
elegir la terapéutica apropiada. Nuestro objetivo consistié en evaluar la expresion
de biomarcadores moleculares en TMC a través de inmunohistoquimica (IHQ) y
con base en esto establecer una clasificacion molecular y relacionarlos con las
caracteristicas clinico-patolégicas. Se estudiaron 135 tumores, se evalu6 receptor
de estrégeno alfa (REa), erbB2, ki-67 y CD31. Se observé que la mayoria de los
TMC resultaron benignos, REa positivo, de bajo indice de proliferacion celular y
con mayor tiempo de sobrevida; los tumores malignos fueron generalmente REa
negativos, con indices de proliferacion celular alto y sobrevida menor. El erbB2 se
sobre-expreso en tumores de tamafo pequefio y tuvo una baja expresion en los
tumores de mayor tamafo. Los subtipos moleculares mas frecuentes fueron el
Luminal erbB2 y el erbB2. El carcinosarcoma, carcinoma solido, resultaron sub-
clasificados como tipo Basal y Luminal B; el comedocarcinoma, exclusivamente en
el tipo erbB2; y el carcinoma complejo y el carcinoma simple fueron Luminal B-
erbB2 y no calificables. Se concluye que el TMC es una enfermedad heterogénea
y cada paciente requiere de la clasificacion molecular. En el TMC observamos que
el Ki67 y REa son marcadores prondsticos por excelencia, el ki67 es de gran
utilidad en la clasificacion del subtipo molecular, permite discriminar entre los
subtipos luminal A y B, y junto con el REa permite considerar al sub-tipo Luminal
erbB2, el cual, ademas de ser uno de los mas frecuentes, las expectativas de vida

son mejores que el sub-tipo erbB2.

Keywords: carcinoma mamario, biomarcadores, sub-tipo molecular, sobrevida,

perras
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INTRODUCCION

Los biomarcadores, también conocidos como marcadores moleculares, son
caracteres o genes que debido a su ligamiento con otras moléculas pueden ser
detectados con el fin de indicar expresion de otros genes y permitir un efecto
cuantificable (Solis y Andrade, 2005).

Vinothini et al. (2009) observaron que cambios en la expresion de
moléculas implicadas en la carcinogénesis, como es el aumento de expresion de
receptores de estrogeno (REa), proteinas implicadas en la proliferacion celular,
evasion de la apoptosis, invasion y angiogénesis, pueden conferir una ventaja de
crecimiento selectivo al tumor mamario canino.

En Medicina Veterinaria la clasificacion del TMC basada en la expresion de
biomarcadores implicados en la carcinogénesis puede llevar a definir sub-grupos
tumorales en los diferentes tipos histolégicos con comportamientos bioldgicos
determinados, asi como, establecer criterios prondsticos, elegir terapias mas
apropiadas y apoyan el estudio de la evolucién natural del cancer de mama en
perras (Cassali et al., 2006).

Por lo tanto, la identificacion de sub-tipos moleculares tumorales puede
ayudar a mejorar las perspectivas terapéuticas proponiendo tratamientos
individualizados, basado en la expresion de proteinas implicadas en la evolucion
de la enfermedad. Por otra parte, el desarrollo y aplicacion de técnicas
diagnosticas apoyadas en el uso de marcadores moleculares en el TMC es el
punto de partida para el estudio comparativo con el cancer de mama en mujeres
(Cassali et al., 2006; Vinothini et al., 2009).

Adicionalmente, a pesar del uso rutinario en paises desarrollados de los
biomarcadores en el TMC, no es asi en paises Latinoamericanos como México,
probablemente debido a factores socio-econdmicos y la falta de estudios
cientificos en la poblacién canina de cada regién, que certifiquen y promuevan las
ventajas que los biomarcadores y lo que el uso de la clasificacion molecular

representa en el diagnéstico y prondstico para pacientes con TMC.
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Con base a lo antes expuesto, en este capitulo se plantearon los siguientes

objetivos:

Clasificar las neoplasias mamarias mediante la identificacion de
biomarcadores (ER, c-erbB2, Ki67, CD31) y el sub-tipo molecular, a
través de inmunohistoquimica.

Relacionar la expresion de los biomarcadores (ER, c-erbB2, Ki67,
CD31) y el sub-tipo molecular con las caracteristicas clinico-

patoldgicas en el tumor mamario canino.
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METODOLOGIA

Poblacién y Muestra

La poblacién de estudio incluy6 perras con TMC que acudieron a consulta
al Hospital Veterinario de Especialidades de la Facultad de Medicina Veterinaria y
Zootecnia (FMVZ) de la Universidad Nacional Auténoma de México (UNAM). Las
pacientes fueron seleccionadas a través del método no probabilistico de seleccion
intencionada (Casal y Mateu, 2003).

La muestra esta representada por 80 perras no castradas que fueron
sometidas a nodulectomia o mastectomia por neoplasia mamaria y cuya pieza
quirurgica fue remitida al Departamento de Patologia para estudio histopatolégico
del tumor (anexo 1 y 2). Como control se incluyeron 17 perras adultas, no

castradas, con tejido glandular mamario normal, remitidas para necropsia.

Parametros clinicos patolégicos

Se clasificaron siguiendo varios parametros:

i. Numero y tamario de los tumores mamarios: se analizaron 135 tumores
diferentes provenientes de 80 pacientes; de estos 21/135 fueron tumores solitarios
y 114/135 tumores multiples; 63 tumores median menos de 2 cm de eje mayor, 29
median 2 a 3 cm, 14 median 4 a 5 cmy 29 eran mayores de 6 cm.

ii. Diagndstico morfolégico: Los 135 tumores fueron procesados para
histopatologia y tefidos con H&E. Se utilizé la clasificacion histologica propuesta
por Goldschmidt et al. (2011) para definir a 75 tumores como benignos y 60
malignos. De los 75 tumores benignos, 35/75 fueron adenomas complejos (AC),
19/75 tumores mixtos benignos (TMB), 10/75 adenoma simple (AS), 8/75
adenoma papilar intraductal (API), 3/75 fibroadenoma (FA). Los tumores malignos
fueron: 14/60 carcinoma simple (CS) (carcinomas tubular, tubulopapilar,
quisticopapilar y cribiforme), 8/60 carcinomas complejo (CC), 8/60 sarcomas
(SAR), 7/60 carcinomas tipo mixto (CTM), 6/60 carcinoma solido (CSD), 5/60
carcinosarcoma (CARS), 4/60 comedocarcinoma (COMD), 4/60 carcinomas
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especiales (CTE) (carcinoma inflamatorio, rico en lipidos y el adenoescamoso),
2/60 carcinoma tubulopapilar en adenoma simple, 1/60 carcinoma en tumor mixto
benigno y 1/60 carcinoma micropapilar (anexos 3 a 18).

lii. Densidad microvascular (DMV): se determiné como la media del numero
de vasos sanguineos presentes en 10 campos de 40x, de cada una de los
tumores. La identificacidon de estructuras vasculares se realiz6 por IHQ con
anticuerpo contra CD31 bajo el microscopio optico (Leica DMER).

iv. Sobrevida: se realiz6 seguimiento de las pacientes durante 18 meses
post-cirugia, con el fin de monitorear su condicion de salud e identificar mortalidad
asociada al TMC. Esto gracias a que se mantuvo comunicacién con los
propietarios y a la valoracion clinica de las pacientes. Se consideraron los
pacientes que presentaban tumores malignos y la clasificacion de los tumores
segun el resultado del andlisis de inmunotincion y el sub-tipo molecular, junto con

el tiempo de sobrevida.

Inmunohistoquimica (IHQ)

Se utilizaron los anticuerpos monoclonales de raton marca Dako que
detectan: REa (clon 1D5), CD31 (clon JC70A), Ki67 (clon Ki-67) y el anticuerpo
policlonal de conejo contra erbB2 (A0485). Se realizaron imnunoarreglos de
tejidos (TMAs) (Simon et al., 2005), a partir de los cuales se realizaron cortes de 4
micras en laminillas electro-cargadas para IHQ.

Se estandariz6 la técnica de IHQ bajo el método indirecto con el uso de
polimero y marcaje de dos pasos. La recuperacion antigénica se realizd con
Target Retrieval Solution Low pH, marca Dako, diluida a 1:50 en agua destilada,
en olla de presion en horno de microondas a maxima temperatura por 10 min; se
incluyeron las laminillas en Peroxidasa blocking reagent (Dako DM821) por 5 min
en camara humeda a temperatura ambiente (TA) y posteriormente se incubd con
el anticuerpo primario en camara humeda a temperatura ambiente por 30 min
(REa 1:80, ki67 1:200, c-erbB2 1:80, CD31 1:100 ); se bloqued con polimero
Envision Flex’HRP (Dako DM 822) y se incub6 en camara humeda por 20 min a
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temperatura ambiente. Finalmente se revel6 con diaminobencidina y contrasté con
hematoxilina. Se utilizd como control positivo para REa, erbB2 y Ki67, tejido
mamario de perras con positividad conocida para estos marcadores; para CD31 se
usé una seccion de hemangiosarcoma canino. Los controles negativos se
obtuvieron mediante la sustitucion del anticuerpo por solucién bufer amortiguador
de fosfatos (PBS).

Para el analisis del inmunomarcaje se realizé el calculo de los percentiles
con el objetivo de considerar el punto de corte en la poblacion de referencia e
interpretar los resultados utilizando parametros propios del TMC, reduciendo asi el
error que pueda existir al utilizar los valores referidos en algunas publicaciones los
cuales tienden a variar entre investigadores, tal es el caso para el RE y Ki67
(Goldhirsch et al., 2013; Millanta et al., 2002; Guarneri et al., 2009; Im et al., 2014;
Chao-Chin Chang et al., 2015; Ramirez et al., 2011; Sassi et al., 2010). Goldhirsch
et al. (2013) afirman que el punto de corte entre valores altos y bajos para ki67
varia entre los laboratorios y Panal et al. (2014) reconocen que existen dificultades

para la unificacion de la medicion de biomarcadores.

El analisis de la inmunotincion se llevo a cabo en tres pasos:

I Las imagenes se capturaron en un microscopio 6ptico (BX51WL
Olimpos/DCU), en cada tejido se seleccionaron al azar 10
campos en 40x.

ii. Las imagenes se procesaron con el software Imgined 1J 1.46r,
estandarizando los parametros del analisis para contar con mayor
objetividad en los resultados (Ferreira y Rasband, 2012). En el
caso del REa se considero el promedio del porcentaje total del
area del tejido neoplasico que mostraba nucleos positivos. Una
estimacion similar se aplicé en los casos de erbB2; se obtuvo la
media del porcentaje total de area que representaba el marcaje
de las membranas celulares. A partir del marcador ki67 se obtuvo

el indice de proliferacion; se consider6 la tincidon como positiva
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cuando ésta aparecia en el nucleo de las células
independientemente de la intensidad. El indice de proliferaciéon
celular fue determinado como el porcentaje medio del total de las
células presentes en 10 campos a 40x de cada uno de los tejidos
estudiados, para ello se divididé la sumatoria promedio de las
células positivas entre el total de células presentes y se multiplico
por 100.

iii. Se realizé el calculo de los percentiles para establecer los valores
de referencia, y poder asi categorizar los niveles de expresion de
los marcadores (Pinho et al., 2007) (Tabla 3.1).

Tabla 3.1. Valor de Referencia de los Biomarcadores en el TMC Benigno y

Maligno

Biomarcador Bajo Moderado Alto

Ki67 (IC 95%) 0.9-11.8(IC5.3-7.3)  11.9-24(14.2-17.2)  24.1-89.4(IC32.2 - 42.1)

erbB2 (IC95%) 0-7.7(IC3.8-54) 7.8-13.7(IC10.2-11.7) 13.8-32.6(IC15.7 - 18.6)

Bajo/negative Alto/positive
CD31(IC 95%) <9.5(IC6.3-7.3) >9.5(IC 13.0 - 15.3)
REa (IC 95%) <0.4(IC 0.04 - 0.09) 204 (IC0.7-1.04)

Clasificacion molecular

Para la clasificacion molecular de los TMC, se adapt6 la utilizada en el
cancer de mama en mujeres con base en la expresion del REq, el indice Ki67 y el
erbB2 (McCaffrey et al., 2009 y Cheang et al., 2009) (Tabla 3.2). Dicha
clasificacion divide a los tumores en dos grandes grupos basado en la positividad
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o negatividad del REa, los tumores REa positivos se clasifican como Luminal y los
REa negativos como Basal y erbB2.
El tipo Luminal se sub-divide en tres grupos: i. Luminal A aquéllos con bajo
indice de proliferacion celular Ki67. ii. Luminal B cuyo indice Ki67 es moderado a
alto y jii. Luminal erbB2 al grupo de tumores con indice Ki67 alto y ricos en erbB2.
Los REa negativos se subdividen en dos grupos: iv. Basal, el cual sobre-
expresa Ki67 y es negativo a erbB2 y v. erbB2 caracterizado por sobre-expresion

de c-erbB2. Para esta clasificacion solo se utilizaron tumores epiteliales.

Tabla 3.2. Subtipo Molecular del TMC y el Nivel de Expresién de los

Biomarcadores

Biomarcador

Subtipo molecular Rea Ki67 erbB2
Luminal A + Low Bajo
Luminal B + Moderado — Alto Bajo
Luminal erbB2 + Moderado — Alto  Moderado - Alto
erbB2 - Moderado — Alto  Moderado - Alto
Basal - Moderado — Alto Bajo

Analisis estadistico

Con el paquete estadistico SPSS se realizaron analisis univariado y
frecuencias de las diferentes variables en estudio, asi como analisis bivariado con
la prueba Chi cuadrado X? (Tabla 3.3), riesgo relativo (RR) y el analisis de
sobrevida Kaplan Meier con el estadistico de Log Rank (Mantel-Cox). Un valor de
P <0.05 fue considerado con significancia estadistica. Adicionalmente se utilizé un
analisis de correspondencia multiple (ACM) (Costa et al., 2013). Con la finalidad

de obtener el patrén de asociacion entre el tipo histolégico y la clasificacion
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molecular de los diferentes tipos de TMC para cada comportamiento bioldgico.

Este analisis multivariado se realizdé con el paquete estadistico SAS 9.0 (SAS

Institute, Cary, NY, USA). Las graficas se construyeron con el paquete Prism 6.0

(GraphPad Software, Inc., USA).

Tabla 3.3. Resumen de la Significancia estadistica entre las variables clinico-

Patolégicas y biomarcadores, medida mediante Chi cuadrado (X2)

Variables CB DMV Tamano N° erbB2 Ki67
(cm) Tumores

RE p=0.01* p>0.05 p>0.05 p>0.05 p>0.05 p=0.01*

erbB2 p>005 p>005 p=0.02* p > 0.05 - p>0.05

Ki67 p=0.00* p>0.05 p=0.07"* p > 0.05 p > 0.05 -

79



RESULTADOS

Densidad microvascular (DMV)

De los tumores benignos, el 55.4% (42/75) presenté DMV baja (Figura 3.1)
y el 44.6% (33/75) alta (Figura 3.2); por su parte, en los tumores malignos se
observo un 48.3% (29/60) con DMV baja y el 51.7% (31/60) alta. No se observaron

diferencias significativas (X2 p > 0.05) entre el tumor mamario benigno y maligno.

Fig. 3.1. Adenoma complejo; glandula Fig. 3.2. Carcinoma tubular; glandula mamaria
mamaria de perra. DMV baja; anticuerpo CD31, de perra. DMV alta; anticuerpo CD31, IHQ, 40x.
IHQ, 40x.

Expresion del REa

Al evaluar la expresion del REa se observd que del total de neoplasias
benignas la mayoria resultaron positivas al REa (53/75; 70.7%) (Figura 3.3) y solo
el 29.3% (22/75) fueron negativas (Figura 3.4). Por otro lado, un 50% (30/60) de
las neoplasias malignas expresaron REq, esto sugiere que la expresion del REa

tiende a disminuir en las células de tumores malignos (RR=1.6).
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Fig. 3.3. Adenoma; glandula mamaria de perra. Fig. 3.4. Carcinoma; glandula mamaria de

RE positivo, anticuerpo REa, IHQ, 40x. perra. RE negativo, anticuerpo REa, IHQ, 40x.

Al contrastar de forma individual cada grupo se evidenciaron diferencias
estadisticamente significativas entre el TMC benigno y el TMC maligno (X? p =
0.014), dicha diferencia se basa principalmente en que la mayoria de los TMC de
las perras presentaron positividad para el inmunomarcaje de REa (83/135; 61.5%).

Adicionalmente, se observdo que existe una relacion inversa entre la
expresion del REa y el indice de proliferacion celular Ki67, los tumores REa
negativos tienen un indice ki67 moderado a alto y en los REa positivos es bajo (X?
P <0.05) (Figura 3.5).

p<0.05
T 1
100 - 0 Alto
] [ Medio
80 .
BN Bajo

60

40

20

Negativo Positivo

indice de proliferacion celular (%)

RE expresion

Fig. 3.5. Relacion entre la expresion del REa y el indice de proliferacion celular Ki67.
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Expresion del erbB2

El inmunomarcaje para erbB2 fue observado en mayor o menor intensidad
en los diversos tipos histologicos de las neoplasias mamarias en perras (Figura
3.6 —3.8).

Al analizar los valores de marcaje obtenidos por los diferentes tipos de
neoplasias mamarias segun su comportamiento biolégico se pudo observar que
no existe diferencia significativa entre el porcentaje de tumores benignos con
expresion baja (20/75 ; 26.7%), moderada (27/75 ; 36%), o alta (28/78 ; 37.3%) y
aquellos tumores malignos de expresién baja (23/60 ; 38.3%), moderada (18/60 ;
30%) y alta (19/60 ; 31.7%) (X? p > 0.05). Por otra parte, se relaciond la expresion
de erbB2 con el tamafio de las masas tumorales, observandose diferencias
altamente significativas (X? p=0.02) entre los grupos de tumores <2 cmy los > 6

cm, ya que la expresion de erbB2 es inversamente proporcional al tamano de la

masa tumoral (Figura 3.9).

Fig. 3.6. Carcinoma. Glandula mamaria de Fig. 3.7. Carcinoma. Glandula mamaria de perra.
perra. erbB2 bajo, anticuerpo erbB2, IHQ, erbB2 moderado, anticuerpo erbB2, IHQ, 40x.
40x.
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Fig. 3.8. Carcinoma. Glandula mamaria de Fig. 3.9. Relacién entre el tamafio de las masas
perra. erbB2 alto, anticuerpo erbB2, IHQ, tumorales y la expresion de erbB2.
40x.

indice de proliferacion celular (% ki67)

Se evidencié que el TMC benigno presenta bajo (38/75; 51.4% - Figura
3.10) a moderado (29/75; 39.2% - Figura 3.11) indice de proliferacion celular;
siendo moderado (19/75; 31.7%) a alto (35/75; 58.3% - Figura 3.12) en las
neoplasias de comportamiento biolégico maligno, con diferencia altamente
significativa (X? p< 0.05; Figura 3.13a).

Al relacionar el indice ki67 con el tamafio en centimetros de las masas
tumorales, se observa que existen diferencias estadisticamente significativas (X?
p=0.012) entre el indice ki67 y los diferentes tamanos de los tumores, dicha
diferencia se basa principalmente en las neoplasias menores a 3 cm y mayores de
4 cm, donde el indice ki67 tiende a ser de bajo a moderado Vs moderado a alto,

respectivamente (Figura 3.13b).
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Fig. 3.11. Adenoma. indice ki67 moderado,
anticuerpo ki67, IHQ, 40x.

p <0.05
Fig. 3.12. Carcinoma. Indice ki67 alto, Fig. 3.13a. Relacién entre el indice Ki67 y el
anticuerpo ki67, IHQ, 40x comportamiento biolégico del TMC.
p=0.05
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Fig. 3.13b. Relacion entre el indice Ki67 y el tamaino de las masas tumorales.
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Clasificacion molecular del TMC

Esta clasificacion mostré mayor utilidad en los TMC malignos, se observo
mayor frecuencia de los tumores tipo Luminal erbB2 y los tipo erbB2 (17/60; 28.3%
cada uno), seguidos por el Basal (12/60; 20%) y Luminal B (9/60; 15%) y por
ultimo los no calificables con el 6.7% (4/60) y Luminal A con el 1.7% (81/60). Por
su parte, la mayoria de los adenomas no cumplen con los criterios de clasificacion
molecular planteados, tomandose como no clasificables (32/75; 42.6%); seguidos
por los tumores sub-tipo Luminal erbB2 (14/75; 18.7%), por ultimos los sub-tipo
erbB2 (12/75, Luminal A y Luminal B (8/75; 16% cada uno) y Basal (1/75; 1.3%)
(Figura 3.14).

nigno

Maligno I Luminal A
[’ i I B
POGOOO 0000000000 _ "
POOGOGOGO 0000000000 . .. ..
PDOOOOGO® 0000000000 . ... .
...... ....‘...‘. Il No clasificable
PDOGOOO® 000000000

PDOCOOO 0000000000
PDOCGOOGO 00000000060
tesses Sossssssss
OGSO

PDOCGOGOGO® COC00000000

p <0.05

Fig. 3.14. Clasificacion molecular de las neoplasias mamarias en perras.

El ACM para el caso de las neoplasias benignas unicamente separo el
conjunto de observaciones en dos grupos, en los cuales destacé la clasificacion
erbB2 y los tumores de tipo API. En contraste, el resto de neoplasias benignas no
se asociaron de forma clara; es por ello que todos los datos se presentan en una

nube de datos compacta y no definida por la correspondencia entre las categorias
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de las variables (Figura 3.15). Por otra parte, en los TMC de tipo maligno se
formaron tres grupos bien definidos de correspondencia entre el tipo histologico y
la clasificacion molecular: CARS, CSD y TEC, clasificados en los tipos Basal y
Luminal B; COMD, clasificados exclusivamente en el tipo erbB2; CC y CS,

asociados a las categorias Luminal B-erbB2 y No calificables. Resulta interesante

que dentro de los TMC malignos el unico tipo histolégico no asociado de forma

evidente con una categoria molecular fueron los MTC, razén por la cual dicho

grupo se ubica al centro de la grafica.
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Fig. 3.15. Analisis de correspondencia multiple del patrén de asociacion entre la clasificacion

molecular y el tipo histolégico de los TMC de acuerdo a su comportamiento bioldgico.
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Analisis de sobrevida

El 40% (24/60) de las pacientes con tumores malignos murieron. Al
relacionar la sobrevida con los diferentes marcadores evaluados, se pudo
observar que las pacientes que presentaron RE positivo e indice de proliferacion
celular Ki67 bajo a moderado, tuvieron mayor tiempo de sobrevida en
comparacién con aquéllas con tumores RE negativo e indice Ki67 alto ( p< 0.05)
(Figura 3.16 A-B).

Con respecto al nivel de expresion de erbB2, a pesar de que la diferencia
en los niveles de expresion no son significativos (p> 0.05), se puede notar que las
pacientes con tumores erbB2 bajo tienden a una menor sobrevida que aquellas
con nivel moderado y alto (Figura 3.16C). Al medir el tiempo de sobrevida
dependiendo de los subtipos moleculares del TMC se observa que el Luminal B y
el erbB2 presentan tiempo de sobrevida mas corta en comparacion con el Basal y
el Luminal erbB2. Es importante denotar que las perras con tumores tipo Luminal
A tienen mejor prondstico y sobreviven a los 18 meses post-cirugia (p< 0.05)
(Figura 3.16D). Los tumores con DMV alta no se relacionan con menor expectativa
de vida (Figura 3.16E; p> 0.05).
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DISCUSION

El desarrollo de la angiogénesis del cancer de mama es complejo vy
depende de varios factores de crecimiento angiogénicos (Ahmad et al., 2010). La
DMV observada en nuestros resultados no muestra marcada diferencia entre los
TMC benignos y los malignos. Igual que en este trabajo, otros investigadores
evaluaron la expresion de CD31 y la sobrevida en carcinomas mamarios
observando que el 100% de los carcinomas eran inmunopositivos para CD31 y la
expresion no fue significativamente diferente entre los grupos de carcinomas, sin
embargo, los pacientes con carcinomas que presentaban incremento en la
vascularizacion tuvieron corta sobrevida (Lavalle et al., 2009). En mujeres con
cancer de mama, autores han reportado 1.59 veces mas riesgo de metastasis por
cada 10% de incremento en la microvasculatura tumoral (Gasparini, 2000).

La estimulacion de receptores para estrégenos o diferencias en los niveles
de expresion, puede influir en el desarrollo y comportamiento clinico de las
neoplasias mamarias en perras (Sorenmo et al., 2000). Basados en nuestros
resultados se puede afirmar que con la indiferenciacion celular se pierden los
receptores de estrogenos de las células; observamos que la mayoria de las
neoplasias mamarias malignas son REa negativo y las pacientes presentan menor
sobrevida, a diferencia de las neoplasias benignas que tienden a ser positivas. La
mayoria de los estudios, describen una disminucion en la expresion del receptor
de estrogenos con el aumento en el grado de malignidad (De Las Mulas et al.,
2005). De igual forma, Chao-Chin et al. (2009) evaluaron 113 perras y encontraron
que el 49.4% de los tumores malignos no presentaban marcaje para el REa
mientras que los benignos casi en su totalidad eran positivos (95.8%).

A diferencia de nuestros resultados, donde no encontramos relacién entre
el tamano del tumor y la expresion del REaq, investigadores encontraron relacion
entre el tamafio del tumor y la expresién de REaq; el 57.1% de los tumores < 5 cm
fueron positivos y aquéllos tumores > 5 cm (57.5%) fueron negativos (Chao-Chin
et al., 2009).
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En nuestro estudio la expresion de erbB2, proto-oncogén que codifica el receptor
tirosin quinasa, no mostré diferencias entre el TMC benigno y maligno; sin
embargo, con relacion al tamafio, la expresion es alta en tumores menores a dos
centimetros, que suelen ser benignos, por lo que inferimos que la sobreexpresion
esta relacionada con estadios tempranos de la enfermedad (Schmitt et al., 1995).

Asimismo, la baja expresion de erbB2 en aquéllos tumores mayores a seis
centimetros, que son frecuentemente malignos, lo asociamos al estadio avanzado.
Ressel et al. (2013) detectaron sobre-expresion de erbB2 en tejido mamario
normal, hiperplasico y displasico que rodea al tejido neoplasico, y encontraron
relacion en la expresién de erbB2 con el indice mitdtico alto, por lo tanto,
concluyeron que los niveles anormales de dicha proteina podrian estar implicados
en el crecimiento celular hiperplasico o neoplasico benigno.

Con relacion al analisis de sobrevida y la expresion de erbB2, nosotros no
observamos diferencias entre el nivel de expresion y la sobrevida, coincidiendo
con Ressel et al. (2013) quienes afirman que la sobre-expresion de erbB2 no se
correlaciona con la supervivencia global, y perras con carcinoma erbB2 sobre-
expresado no presentaron peor pronostico que aquéllas con erbB2 no sobre-
expresado. Sin embargo, se ha descrito que perras con carcinoma de mama
erbB2 sobre-expresado cursan con metastasis o muerte antes de los 6 meses

post- cirugia (De Las Mulas et al., 2003).

El aumento de la proliferacion celular es una caracteristica clara de las
neoplasias mamarias malignas, que tienen una fraccidon mayor de células en ciclo
celular activo (Ferreira et al., 2009). Esto ha sido corroborado en nuestro estudio a
través de la sobre-expresion del antigeno Ki67, medido como indice de
proliferacion celular, el cual se encuentra claramente incrementado en las
neoplasias malignas en comparacion con las benignas. Ferreira et al. (2009) en
lesiones intra-epiteliales de mama, asociaron el grado del tumor con un aumento
proporcional del indice ki67. De igual forma, Dutra et al. (2004) relacionaron el
indice de proliferacion con el pleomorfismo nuclear; el 78.5% de los carcinomas
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presentaron expresion de Ki67 mayor al 10%, con un pleomorfismo nuclear
moderado a marcado e incremento del tamafo celular.

Asi mismo, nuestros hallazgos revelan un indice de proliferacion celular
proporcional al tamafo del tumores, coincidiendo con Ferreira et al. (2009)
quienes encontraron correlacién positiva (r = 0.41, P < 0.01) entre el indice de
proliferacién ki67 y el tamafio del TMC; los tumores clasificados como T1 (0—-3 cm)
presentaron in indice entre 1 a 17%, los T2 (3—5 cm) de 3 a 34% y los T3 (>5 cm)
3 a 68%. A mayor tamafio del tumor, mayor es la proliferacion celular. De igual
forma, evaluaron la sobrevida y observaron que las pacientes con tumores
mamarios T3, presentaron una corta sobrevida en comparacion con aquéllas con

tumores T1y T2, en los cuales la sobrevida fue similar.

Con base en nuestros resultados se puede inferir que el uso del sub-tipo
molecular del TMC muestra diferencias significativas entre las neoplasias
benignas y malignas, y define mejor a las neoplasias malignas. Debido a que los
carcinomas evaluados, en su mayoria, sobre-expresaron erbB2 y un elevado
indice de proliferacién celular, los subtipos moleculares mas frecuentes fueron el
Luminal erbB2 y el erbB2. Por su parte, investigadores coinciden en reportar mas
frecuentemente los sub-tipo Luminales A — B y en menor proporcion los que sobre-
expresan erbB2, sin embargo, no consideraron el indice de proliferacion celular
Ki67, el cual fue punto de corte para la clasificacion adoptada en nuestro estudio,
donde adicionalmente se considero el subtipo molecular Luminal erbB2 (Im et al.,
2014; Sassi, 2010 y Gama et al., 2008). Ambas caracteristicas aplicadas en la
clasificacion ha dado mejores resultados en el cancer de mama en mujeres
(Cheang et al., 2009 y McCafferty et al., 2009), y con base en nuestros
resultados, demuestran ser de gran utilidad pronéstica en perras. La clasificacion
del sub-tipo molecular podri a aportar informacion adicional de interés clinico, por
lo que apoyamos lo propuesto por investigadores que refieren dicha clasificacion
con la finalidad de dar mejor evaluacion del pronéstico del TMC y ayudar en la

seleccion de la terapia mas apropiada para cada caso (Im et al., 2014).
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Adicionalmente, se observdé que en los tumores benignos clasificables,
también existen mayor frecuencia de tumores benignos que expresan erbB2,
como los son el Luminal erbB2 y el erbB2, esto probablemente esté relacionado
con el potencial de malignidad de dichos tumores. El erbB2 es un indicador de la
proliferacion celular y su expresion puede desempefiar un papel en la
carcinogénesis temprana (Schmitt et al., 1995).Por otra parte, al asociar el tipo
histologico mas frecuente con la clasificacion molecular confirmamos que el
carcinoma mamario canino es heterogéneo en cuanto a morfologia y expresion
molecular, por lo que cada carcinoma se debe sub-clasificar y asociar con la
clasificacion morfoldgica de cada paciente en particular; sin embargo, existe cierto
grado de asociacion entre algunos tipos histolégicos con los sub-tipos
moleculares, tal es el caso del COMD vy el sub-tipo erbB2.

En consonancia con nuestros resultados, Im et al. (2014) también
encontraron asociacion significativa entre el carcinoma solido (6/11, 54.5%) con el
sub-tipo Basal. De igual forma, coincidimos en afirmar que los tumores Luminal A
se caracterizaron por ser de baja proliferaciéon y grado histolégico, mientras que
los tumores de tipo basal son en su mayoria de alto grado y alta tasa proliferativa,
asociado con una menor tasa de supervivencia general y libre de la enfermedad
Gama et al. (2008).
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CONCLUSIONES

En este estudio, los tumores malignos presentaron frecuentemente
negatividad al REaq, exhibieron indices de proliferacion celular alta y fueron
asociados a tiempos de supervivencia mas cortos. Esto sugiere que la pérdida de
la diferenciacion celular caracteriza a las células neoplasicas malignas, conduce a
una expresion reducida de REa y se asocia con aumento de la expresion de
marcadores de proliferacién celular como ki67.

Los carcinomas evaluados en este estudio sobre-expresaron erbB2 y
presentaron un indice de proliferacion celular alto; por lo tanto, los subtipos
moleculares mas comunes fueron el Luminal erbB2 y erbB2.

El ki67 y el REa son excelentes marcadores pronésticos para TMC. ki67 es
util para la clasificacion del subtipo molecular, donde ayuda a discriminar entre los
subtipos luminales A y B, y junto con REa, contribuye a la consideracion del
subtipo Luminal erbB2, que, ademas de ser uno de los subtipos mas frecuentes,
se asocia con la esperanza de vida mejor que el subtipo rico en erbB2.

Estos resultados obtenidos a partir de una poblaciéon canina de referencia
en Meéxico, aportan informacién que debe ser utilizada para fortalecer el
diagndstico, prondstico y tratamiento de pacientes con TMC y soportan el uso de
biomarcadores para tal fin, principalmente en paises donde aun los pacientes

oncolégicos no obtienen sus beneficios.
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Capitulo IV

Expresion del gen BRCA 1y 2 en neoplasias mamarias de

perras y su asociacion con parametros clinico-patoldgicos

En el presente capitulo se desarrollan los objetivos especificos N° 5 y parte del N°
6, Determinar la expresion a través de PCR tiempo real del gen BRCA 1y 2 en
tejido mamario neoplasico de perras y Relacionar la expresiéon del BRCA1/2 con

las caracteristicas clinico-patolégicas en el tumor mamario canino.
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RESUMEN

Los genes de susceptibilidad al cancer de mama 1y 2 (BRCA1 y 2) son genes
supresores de tumor, responsables de la reparacion del DNA dafado (Prierce et
al., 2002). Investigar los niveles de expresion del BRCA1 y 2 y asociarlo a la
expresion de proteinas involucradas en el cancer de mama en perras, sera de
gran utilidad para los avances en el estudio del cancer de mama tanto en la mujer
como en perras. El objetivo del presente estudio consisti6 en determinar la
expresion, a través de PCR tiempo real en tejido mamario neoplasico, del gen
BRCA 1y 2y su asociacion con parametros clinico-patolégicos en perras Cocker,
Poodle y Mestizas. Se realizé6 PCR tiempo real y se cuantificd el nivel de expresiéon
del BRCA 1y 2 normalizado con B-actina, a través del método 2 Delta Delta CT.
Se observo que el BRCA 1 no se asocia con parametros clinico-patoldgicos y no
es un indicador de malignidad en perras Cocker, Mestizas y Poodle. El BRCA 2
se encuentra en baja expresion en los tumores mamarios de perras Cocker y
Mestiza, y esta asociado con positividad al REa. Se concluye que la expresién del
BRCA 1 y 2 en el tumor mamario canino resulta heterogénea por individuo.
Teniendo en cuenta el caracter heredo familiar del gen en el desarrollo del cancer
de mama, su estudio puede aportar mayor informacion en aquellas razas con clara

predisposicion a la enfermedad.

Palabras claves: BRCA1, BRCA2, tumor mamario, perras, qPCR.
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INTRODUCCION

El tumor mamario es considerado un desorden multifactorial causado tanto
por elementos genéticos, como no genéticos. Entre los factores genéticos se ha
descrito la activacidn de oncogenes que conllevan a la sobre-expresion de
proteinas que estimulan la proliferaciéon celular, asi como, la pérdida de funcién de
genes supresores de tumor producto, de una mutacién o una delecién. Tanto la
sobre-expresion y la pérdida funcion de dichos genes trae como consecuencia
aumento de la probabilidad de desarrollar un tumor (Narod y Rodriguez, 2011).

Los genes de susceptibilidad al cancer de mama (BRCA en inglés) 1y 2
son genes supresores de tumor. Mutaciones en estos genes son responsables de
fallas en la reparacion por procesos de recombinacion homéloga (HR) de rupturas
del DNA de doble cadena (DSBs), favoreciendo la carcinogénesis (Pierce et al.,
2001). Se ha establecido que mujeres con mutaciones en el BRCA1 generalmente
presentan tumores de alto grado histolégico, RE negativo, expresion de erbB2
negativo, p53 positivo y es poco comun en carcinoma in situ. A diferencia de
aquellas con fenotipo mutacional BRCA2 que suelen ser de grado histoldgico
intermedio a alto, RE positivo, erbB2 negativo, expresion de p53 positiva y son
comunes en carcinoma insipiente (Foulkes et al., 2004).

Rivera et al. (2009) utilizando SNPs para genotipificar perras Springer
Spaniel Ingles (ESS), observaron asociacion del tumor mamario canino (TMC) con
los BRCA1y BRCAZ2. Las perras ESS fenotipo BRCA1y BRCAZ2 mostraron mayor
riesgo a padecer TMC y una asociacion fuerte del TMC maligno con el gen
BRCA1.

Establecer las alteraciones en la expresion del BRCA a través de técnicas
diagndsticas disponibles y de rapida respuesta, como puede resultar hoy dia una
PCR; es una alternativa poco estudiada en Medicina Veterinaria, haciendo
necesaria la continua investigacion en busca de la expresion del gen y sus

posibles mutaciones, asi como su interaccion con otras proteinas para
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comprender el mecanismo mediante el cual estos genes influyen en el desarrollo y
la malignidad de la enfermedad.

Por lo tanto, investigar los niveles de expresion de BRCA 1/2 y asociarlo a
la expresién de proteinas involucradas en el cancer de mama en perras, abre un
abanico de posibilidades en el estudio del cancer de mama, tanto en la mujer
como en perras; teniendo en cuenta que las perras han demostrado ser un
excelente modelo comparativo dado el alto grado de homologia entre la secuencia
del genoma canino y su contraparte humana, asi como las similitudes con
respecto a la morfologia, comportamiento biolégico, y curso clinico de los tumores
mamarios en ambas especies (Rivera y Euler, 2011).

La identificacion de factores genéticos es fundamental para mejorar la
prevencion, diagnéstico y tratamiento del cancer de mama. Los avances en
biologia molecular proporcionan herramientas que permiten caracterizar la
influencia genética en las diversas enfermedades (Rivera y Euler, 2011). A partir
del TMC como modelo animal, los estudios pueden enfocarse en explicar la
interaccién entre el factor de riesgo ambiental y las causas poligénicas de los
tumores de mama en ambas especies, y obtener mejores resultados en su
tratamiento.

Para este capitulo se desarrollan los siguientes objetivos:

e Determinar la expresion de BRCA 1y 2 por cuantificacion relativa a
través de PCR tiempo real, en el tejido mamario neoplasico de
perras Cocker, Mestizas y Poodle.

e Asociar la expresion del gen BRCA 1 y 2 con parametros clinico-
patologicos:

a. Comportamiento biolégico, tamano, indice de
proliferacion celular ki67, expresion de REa, erbB2 y sub-tipo
molecular del tumor.

b. La edad y sobrevida de las pacientes.
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METODOLOGIA

Poblaciéon y muestra

La poblacién de estudio consistié en 80 pacientes que fueron sometidas a
nodulectomia o mastectomia por neoplasia mamaria, atendidas en el Hospital
Veterinario de Especialidades, de la Facultad de Medicina Veterinaria y Zootecnia
(FMVZ) de la Universidad Nacional Autbnoma de México (UNAM), durante el lapso
comprendido entre febrero de 2012 y octubre de 2013. Cuyos especimenes
quirurgicos fueron referidas al Departamento de patologia de la Facultad.

La muestra estuvo representada por 45 biopsias de los tumores mamarios
provenientes de las perras cuya raza son mas frecuentemente afectadas por el
TMC. Consistié en: 15 tumores (10 benignos y 5 malignos) de perras Cocker, 20
tumores (10 benignos y 10 malignos) de Poodle y 10 de perras Mestizas (tres
benignos y siete malignos). Como control se utilizaron 10 fragmentos de tejido
mamario sano y de perras adultas, no castradas, de las diferentes razas

evaluadas.

Expresiéon del gen BRCA 1y 2 en tumores mamarios caninos

La purificacion del RNA, sintesis de cDNA y PCR tiempo real para el BRCA
canino, se llevo a cabo en el Laboratorio de Genética Molecular del Departamento
de Genética y Bioestadistica de la FMVZ-UNAM. El protocolo seguido consistid
en:

Purificacion del RNA: se realiz6 a través de columnas de RNeasy Fibrous
Tissue Mini Kit, QIAGEN® (catalogo 74704), cuyo principio consiste en aislar RNA
total mediante la combinacion de lisis del tejido con isotiocianato de guanidina y el
uso de filtros de silice, asimismo, integra fases de digestion a través de proteinasa

K, DNasa y RNasa con el fin de obtener un mRNA total de alta calidad.
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Sintesis de cDNA y PCR tiempo real: |la sintesis del cDNA se realizé con
el Kit RT?> HT First Strand de QUIAGEN® (catalogo 330411), que ofrece un
procedimiento rapido y conveniente para una eficiente sintesis de cDNA vy la
eliminacion de ADN genomico de las muestras de ARN. El cDNA sintetizado se
utilizé para PCR tiempo real, el cual, con el objetivo de determinar la expresién de
BRCAZ2 en los tumores mamarios y tejido normal de las perras en estudio, se llevo
a cabo mediante el uso de un Rotor-Geen QUIAGEN® con el kit para RT? gPCR
Primer Assay SYBR QUIAGEN® para BRCA2 de perro (catalogo PPF00706A).

Como gen constitutivo se uso B-actina de perro (Dog, catalogo PPL02472A).

Cuantificacion relativa: se realizé la cuantificacién relativa mediante el
método del 2 Delta Delta CT (2 —-A A CT). Para este método la cantidad de la
expresion génica es igual a 2 — AA CT, definida como el cambio en la expresién de
un gen de interés en relacion con un grupo de referencia, tales como control no
tratado o una muestra de tiempo cero en el estudio. Se requiere seleccionar un
control interno y el calibrador; el propésito del control interno es normalizar las
PCRs para la cantidad de RNA adicionada en la retrotranscripcion. Los datos se
presentan como el cambio en la expresion génica normalizada a un gen enddégeno
de referencia y en relacion con la expresion del gen de interés en los casos
control. Para este método de cuantificacién relativa se requiere considerar: a)
Seleccionar el gen de control interno, b) Validar el control interno para constatar
que éste no se afecta por el tratamiento, c) Validar la eficiencia de expresion de
ambos genes en estudio, el gen de interés y el control interno (Livak y Schmittgen,
2001). En nuestro estudio se utiliz6 como control interno o gen endégeno a 3-

actina y como control muestras de tejido mamario sano.

Para medir el nivel de expresion del gen BRCA en los tumores mamarios de
las perras en estudio se utilizo el software RT2 Profiler PCR Array Data Analysis
v3.5 (QIAGEN®, 2014), el cual considera para su analisis el calculo de: Fold
Regulation, Fold Change, media del ACT y el 2*~ACT.
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El fold change es calculado utilizando el método del AACT (Livak y
Schmittgen, 2001), que es la relacién de la expresién del gen entre el grupo
control y experimental. Numeros superiores a 1 indican incremento en la
expresion, numeros entre 0 y 1 indican disminucién en la expresion y un Fold
Change de 1 indica que no hay cambio en la expresion del gen. El calculo se

realizo siguiendo las siguientes formulas:

ACT = CT (BRCA2) — Promedio CT (B actina)
AACT = ACT (Grupo experimental) — ACT (Grupo Control)

Finalmente el valor del fold change es calculado por la conversion del AACT

en log2 usando la siguiente ecuacién: Fold change = 2 (-AACT)

La significancia estadistica dada por el valor de p es calculados usando la T
de Student sobre los valores del Fold change de cada gen, en el grupo control y
experimental. Una p<0.05 indica diferencia estadisticamente significativa. Los fold

change fueron graficados con el programa GraphPad Prism 6.0 para Windows.

Asociacion con parametros clinico-patolégicos

Se utilizé la base de datos con informacion referente al comportamiento
biolégico (CB), tamafio, indice de proliferaciéon celular Ki67, expresion del receptor
de estrégeno (REa), erbB2 y sub-tipo molecular del tumor, asi como la edad y
sobrevida de las pacientes. Con el paquete estadistico PASW Statistics 18 se
realizd estadistica no paramétrica a través de la construccion de tablas de
contingencia y con la Chi-cuadrada de Pearson (X?) se establecio la asociacion
entre la expresion del BRCA 1y 2 en los tumores mamarios de las perras en

estudio. Se considerd un valor con significancia estadistica para una p<0.05
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RESULTADOS

Expresién del BRCA 1y 2 en el tumor mamario

Al analizar la expresién de BRCA 1 y BRCAZ2 normalizado con B-actina y
comparado con el grupo control, se observo que el tumor mamario en las perras
Cocker y Mestizas presenta baja expresién (Tabla 4.1 y Fig. 4.1 A); de igual forma,
al discriminar la expresién en los tumores mamarios segun su comportamiento
biolégico, en benignos (NB) y malignos (NM), se observa una expresién similar a
la observada al analizarlos de manera conjunta. Se aprecia que los NB y NM de
las perras Cocker y Mestizas se encuentran por debajo de la expresion del grupo
control (Tabla 4.1 y Fig. 4.1 B).

Por otra parte, se observo que el BRCA 1y 2 en la perras Poodle se sobre-
expresa en el TMC, asi como al diferenciarlo en benigno y maligno; mientras que
el BRCA 2 en las NB no muestra cambios en su expresion (Tabla 4.1 y Fig. 4.1 A-
B).

Adicionalmente se evidencio que el nivel de expresion de ambos genes por
individuo es heterogénea, tanto las NB como las NM pueden tener una expresion

baja, sin cambios o elevada (Fig. 4.2 A-C).

104



TABLA 4.1. Expresion relativa del BRCA (fold change) en el Tumor Mamario

Canino en Perras Cocker, Mestizas y Poodle

TMC TMC NB TMC NM
BRCA1 BRCA2 BRCA1 BRCA2 BRCA1 BRCA2
Cocker 0.72 0.34 0.83 0.24 0,62 0.53
Mestizas 0.04 0.15 0.02 0.43 0.06 0.08
Poodle 4.19 215 6.29 1.92 2.39 2.51

TMC: Tumor mamario canino, NB: Neoplasia benigna, NM: Neoplasia Maligna

El color de los numeros indican nivel de expresion (rojo: baja, negro: sin cambios y azul: sobre-expresion).

BRCA1

BRCA2

Fig. 4.1 Expresion del BRCA 1y 2 en el Tumor Mamario Canino de perras Cocker,
Poodle y Mestizas. A. Comparacion de la expresion del BRCA 1y 2 en los tumores

mamarios. B. Expresién del BRCA 1y 2 en tumores benignos y malignos
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Fig. 4.2. Nivel de expresion de BRCA 1y 2 por individuo enlos TBy TM. A.
Expresion en perras Cocker. B. Expresion en perras Mestizas. C. Expresion en perras

Poodle. (UP: Sobre-expresion, UN: Sin cambios en la expresion, DOW: baja expresion)

106



Asociacion de la expresion del BRCA 1 y 2 con parametros clinico-

patolégicos

Al establecer la asociacion entre la expresion del BRCA 1y 2 en los
tumores mamarios de las perras en estudio. EIl BRCA 1 mostr6 independencia con
relacion al comportamiento biolégico, REaq, erbB2, indice de proliferacién celular,
clasificacion molecular y el tamafio del tumor, asi como con la edad y sobrevida de

las pacientes.

Con relacion a la expresibn de BRCAZ2 se encontraron diferencias
estadisticamente significativas entre el comportamiento biolégico de los tumores,
asi como con la expresion de REa. La mayoria de las NB presentan una baja
expresion del gen, mientras que en las NM la mayoria sobre-expresa el gen. Por
otra parte, los tumores REa positivos (+) en su mayoria presentan baja expresion
del BRCA 2 (Tabla 4.2). Sin embargo, no se demostrd asociaciéon con las demas

variables estudiadas.
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Tabla 4.2. Asociacion de la expresion del BRCA 1 y 2 con variables clinico-

patolégicas en el Tumor Mamario canino

CB (%) Tamaio Ki67 (%) RE (%) erbB2 (%) Edad Muerte
NB - NM (%/CM) B A -+ B A (% /afios) (%)
<3 >3 <8 >8 NO - SI
BRCA 1
Dow 35.4-25 22.2-313 37.56-22.9 14.6 —45.8 229-37.5 10.4 - 50 41.1-18.8
UN 42-6.3 8.3-2.1 6.3-4.2 21-83 6.3-4.2 21-83 83-21
upP 12.5-16.7 16.7-12.5 8.3-20.8 14.6 - 14.6 14.6—14.6 10.4 -18.8 229-6.3
X2 0.531 0.407 0.112 0.195 561 0.396 0.745
(p<0.05)
BRCA 2
Dow 29.5-18.2 37.5-43.38 255-18.2 11.4 -36.4 16.4 —27.3 10.9-32.7 34-94
UN 11.4-0 0-3.1 7.3-10.9 0-114 10.9-7.3 9.1-9.1 15.1-3.8
upP 9.1-31.8 6.3-94 12.7-25.5 22.7-18.2 20-18.2 7.3-30.9 20.8 - 14
X2 0.003 * 0.648 0.227 0.026* 0.051 0.184 0.187
(p<0.05)

NB: neoplasia benigna. NM: Neoplasia maligna. B: Bajo. A: Alto

DOW: Baja expresion. UN: sin cambios en la expresion. UP: sobre-expresado.
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DISCUSION

En el presente estudio se observdé que BRCA 1y 2 se encuentran en una
baja expresién en el TMC analizado en conjunto, asi como discriminado segun el
comportamiento biolégico en benignos y malignos, en las perras Cocker y
Mestizas. Estos resultados son comparables con lo observado por Klopfleisch y
Gruber (2009) quienes observaron en el TMC una expresion reducida del BRCA 1
en el 60% de los adenomas simples y sin cambios en el 80% de los
adenocarcinomas. Asi mismo, otros estudios realizados en mujeres con cancer de
mama, han observado que tanto la expresion del mRNA del BRCA 1, asi como, la
expresion por inmunohistoquimica de su proteina se encuentra baja en los
carcinomas mamarios (Fahd et al., 2005).

También se observo que el BRCA 1 y 2 en los tumores mamarios de las
perras Poodle esta por lo general sobre-expresado. Ademas, la expresion del
BRCA 1y 2 es particular de cada tumor en cada paciente, por lo tanto resulta
heterogénea. Esta variabilidad también fue observada a partir de variantes de
splicing del BRCA 1, cuyo patron de expresién relativo fue variado en cada tumor

mamario canino (Takaaki et al., 2007).

Adicionalmente el BRCA 1 se comporta independiente de las variables
clinico-patolégicas evaluadas. Tal como fue observado por Takaaki et al. (2007)
donde el resultado histopatoldgico no se relacioné con la cantidad relativa y el
patron de expresion de variantes de mRNA del BRCA 1 en tejido TMC. Asi mismo,
Klopfleisch y Gruber (2009) indicaron que la expresion de BRCA 1 en perras no
esta inequivocamente asociada con criterios histolégicos de malignidad, debido a
que el BRCA1 no mostr6 cambios de expresion en el 90% de los ganglios
linfaticos metastasicos, por lo tanto, difiere de la malignidad a la que el BRCA 1 se
ha asociado en la especie humana. También los resultados son similares a lo
observado en mujeres mexicanas pre-menopausicas, donde el tamafo del tumor,

grado histoldgico, el estadio clinico, el erbB2 y p53 no muestran asociacién con la

109



expresion del BRCA 1y 2; sélo la edad guarda relacion con la baja expresion del
BRCA 1, considerandose un marcador de enfermedad severa en mujeres muy

jovenes con cancer de mama (Loredo-Pozos et al., 2009).

Por otra parte, en el BRCA 2 la mayoria de las neoplasia benignas y REa
positivos (+) muestran baja expresion del gen, mientras que las malignas lo sobre-
expresan. Esto se explica considerando la sobreexpresiéon de BRCA2 como una
respuesta protectora que disminuye la progresién del cancer, ademas la
inestabilidad génica incrementada en aquellas células tumorales metastasicas en
proliferacion también puede ser un posible estimulo para la expresion BRCA 2
(Klopfleisch y Gruber, 2009). Asi como también puede ejercer efectos positivos

sobre la proliferacion celular la sobre-expresiéon del BRCA 2 (Venkitaraman, 2002).

Estos resultados pudieran indicar que la expresion del BRCA 2 pudiera ser
un marcador de malignidad, por lo que se considera necesario continuar sus
estudios y asi poder revertir lo publicado en la literatura que contraria esta
observacion. Klopfleisch y Gruber (2009), quienes observaron que no hay
diferencias claras en la expresiéon del BRCA2 observada entre adenomas y el
adenocarcinoma primario, a pesar de que en 40% de los adenomas mamarios la
expresion génica se encontré disminuida y solo el 50% de los ganglios
metastasicos mostré una regulacion positiva, sin embargo, concluyen que el uso
de este gen como un marcador tumoral para diferenciar los tumores benignos y
malignos no es determinante. Asi mismo, Loredo-Pozos, et al., (2009) observaron
que el BRCA 2 no es un buen marcador molecular de severidad en mujeres
mexicanas pre menopausicas jovenes, donde no mostro significancia estadistica
con el tamano del tumor, caracteristicas histologicas evaluadas ni expresion del
erBB2. Y lo publicado por Hedenfalk et al., 2009, quienes observaron que mujeres

fenotipo mutacional BRCA 2 la expresion del RE varia.
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Basados en las premisas que qRT-PCR reproduce los resultados obtenidos
con microarreglos para un perfil de prondstico en las mujeres con cancer de mama
(Espinosa et al., 2005) y que una mutacién heredable influye en la expresiéon del
perfil de genes de un tumor (Hedenfalk et al., 2001). Segun este estudio el cancer
de mama en perras puede tener un mejor enfoque tomando en consideracion
algunas razas caninas como el Cocker y las Mestizas. Asi mismo, correlacionar
mutaciones especificas con la expresion del gen puede resultar util para el
prondstico en pacientes veterinarias, a la vez que puede definir las razas mas

adecuadas como modelo animal para el estudio del cancer de mama en mujeres.
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CONCLUSIONES

Se concluye que en el analisis relativo obtenido por PCR tiempo real a partir
de tumores mamarios caninos, el BRCA 1 no se asocia con parametros clinico-
patolégicos y no es un indicador de malignidad en perras Cocker, Mestizas, y
Poodle. Mientras que el BRCA 2 se encuentra en baja expresion en los TMC de
perras Cocker y Mestizas, y su baja expresion se puede asociar con tumores
benignos positivos al REa. La expresion del BRCA 1y 2 en el Tumor Mamario
Canino resulta heterogéneo en cada paciente, por lo tanto, teniendo en cuenta el
caracter heredo familiar del gen en el desarrollo del cancer de mama, su estudio
puede aportar mayor informacién enfocado en aquellas razas con clara

predisposicion a la enfermedad.
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DISCUSION GENERAL

En los antecedentes del tumor mamario canino (TMC) encontrados y
reportados en el capitulo |, se pudo observar que la enfermedad tiene una
incidencia alta, con presentacion similar de neoplasias benignas y malignas,
mostrando las malignas un incremento en los ultimos afios del estudio. Esto puede
asociarse con la convivencia intima de los perros y sus duefos. Investigadores
han sugerido como responsable a la contaminacién ambiental y a la exposicion a
sustancias quimicas, pues se observaron niveles de piretroides en el tejido
adiposo adyacente a los TMC de mayor agresividad (Andrade et al., 2010). Los
piretroides son insecticidas de uso comun en mascotas y pueden inducir
desequilibrio de las hormonas estrogénicas e indirectamente influir en el aumento
de la proliferacion celular o disminucion de la apoptosis en el epitelio mamario
(Garey y Wolff, 1998).

Tanto en el estudio retrospectivo del Capitulo | como en lo encontrado en el
Capitulo Il, en los ultimos 14 anos las razas mas comunmente afectadas por TMC
son el Poodle, Cocker Spaniel, Pastor Aleman y Labrador Retriever; con mayor
predisposicidon a la enfermedad en perras adultas gerontes, con un alto riesgo de
que las neoplasias sean de comportamiento maligno tanto en las perras gerontes

y las mestizas.

El TMC afecta a las perras enteras y la paridad no esta directamente
relacionada con la predisposicion a la enfermedad, ya que en este estudio en el
capitulo Il no se evidencié mayor riesgo en las perras nuliparas, contradiciendo la
creencia de que las perras deben gestar para disminuir la incidencia de tumor
mamario. Asi mismo, es probable que exista relacion entre la condicion corporal
de las perras, la ingesta y el metabolismo de los estrdgenos como factores
carcinogénicos (Coffey, 2001).
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Por otra parte, en el capitulo Il se evidenci6 como factor prondstico
importante el tamafio del tumor, donde los tumores de menor tamafo tienden a ser
masas multiples benignas y los de mayor tamafio una masa solitaria y maligna. De
igual forma, a pesar de las barreras bioldgicas e inmunoldgicas que deben
atravesar las células neoplasicas para establecer metastasis (Sorenmo et al.,
2003), se evidencio que la presencia de émbolos neoplasicos en la luz de vasos
sanguineos Yy linfaticos del tumor, es un factor de mal pronéstico, por lo general
acompanado de muerte antes del primer afo pos-cirugia. Entre los tumores
malignos de peor prondstico se encontré el carcinosarcoma, osteosarcoma,
comedocarcinoma y el carcinoma soélido y de los menos agresivos el carcinoma

tipo mixto, carcinoma tubulopapilar y el carcinoma complejo.

Con base en indicadores socioecondmicos y costumbres de las familias
mexicanas (INFOMED y consulta Mitofky, 2014), probable reflejo de las familias de
América Latina, se consideré la atencion sanitaria a la poblacién canina

susceptible al TMC una necesidad creciente (Salas et al., 2015).

En el capitulo Ill se evaluaron biomarcadores moleculares (REa, erbB2,
ki67 y CD31) por inmunohistoquimica, se relaciond su expresién con las
caracteristicas histologicas y el historial clinico-patologico de las perras con
neoplasias mamarias. Se encontré que la densidad microvascular (DMV) medida a
través del anticuerpo CD31, no se asocio con el desarrollo de malignidad de las
neoplasias, siendo similar tanto en neoplasias benignas como malignas. A
diferencia del anticuerpo REa, cuyos resultados permiten certificar que con la
indiferenciacion celular se pierden los receptores de estrogenos de las células
tumorales mamarias, asi como, las pacientes con tumores REa negativas
presentan menor sobrevida. Similar a estudios que describen una disminucién en
la expresion del receptor de estrogenos con el aumento en el grado de malignidad
(Goldhirsch et al., 2013). Investigadores han afirmado que estimulacién o
diferencias en la expresion de RE influye en el comportamiento de las neoplasias
mamarias en perras (Ferreira et al., 2009).
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La sobreexpresion del anticuerpo erbB2 es alta en tumores benignos
menores a dos centimetros, por lo que inferimos que este biomarcador esta
relacionado con estadios tempranos de la enfermedad, dado que también se
observé una tendencia a perder su expresion en tumores de estadios avanzados.
El erbB2 es un indicador de proliferaciéon celular y su expresiéon puede jugar un rol
en la carcinogénesis temprana en los adenomas mamarios que sobre-expresan el

receptor y ser reflejo de su potencial de malignidad (Campone et al., 2003).

El aumento de la proliferacion celular, expresada a través del indice ki67, es
una caracteristica que define neoplasias mamarias malignas. Esto ha sido
corroborado en el presente estudio donde la expresion del anticuerpo ki67 se
encuentra claramente incrementado en las neoplasias malignas, ademas de ser
proporcional al tamano del tumor e inversamente proporcional con la expresion del
REa. Coincidiendo con lo reportado en mujeres, donde a pesar de que su uso no
se ha extendido en la practica clinica, el ki67 es un marcador de proliferacion
celular cuya expresidbn en tumores mamarios se ha relacionado con peor
pronostico y buena respuesta al tratamiento con quimioterapia. El porcentaje de
expresion del ki67 es mayor en los tumores con tamafio mayor a 15 mm, grado

histolégico 3, y que no expresan receptores hormonales (Panal et al., 2014).

Por otra parte, el uso de la clasificacion del TMC segun el sub-tipo
molecular es de utilidad pronéstica y define mejor a las neoplasias malignas. El
ki67 y REa son marcadores prondsticos por excelencia en el TMC, el ki67 es de
gran utilidad en la clasificacién del subtipo molecular, donde permite discriminar
entre los subtipos luminal A y B, y en junto con el REa permite considerar al sub-
tipo Luminal erbB2, el cual ademas de resultar ser uno de los tipos mas

frecuentes, las expectativas de vida son mejores que el sub-tipo rico en erbB2.

Se evidencié que el TMC es heterogéneo en cuanto a morfologia y
expresion molecular, por lo que cada carcinoma se debe clasificar

morfolégicamente y apoyar con el subtipo molecular en cada paciente con fines de
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aplicar terapéuticas mas adecuada segun sea cada caso en particular, de esta

forma procurar mejor calidad de vida a las pacientes.

Es bien conocido que el aumento de la probabilidad de desarrollar un tumor
esta relacionado con la activacion de oncogenes y la pérdida de la funcién de
genes supresores de tumor (Narod y Rodriguez, 2011). Asi mismo, una mutacion
heredable influye en la expresion de un gen (Hedenfalk et al., 2001). En el
Capitulo IV proponemos que considerando la predisposicion racial, el cancer de
mama en perras puede aportar resultados importantes con el fin de entender

mejor el desarrollo de la enfermedad en perras y en mujeres.

En el analisis relativo obtenido por PCR tiempo real a partir de TMC, se
encontrd que la expresion del BRCA 1y 2 resulta heterogénea en cada paciente,
por lo tanto, teniendo en cuenta el caracter heredo familiar del gen en el
desarrollo del cancer de mama (Jianping et al., 2014), su estudio puede aportar
mayor informacion enfocado en aquellas razas con clara predisposicion a la
enfermedad, asi mismo, correlacionar mutaciones especificas con la expresion del
gen puede resultar util para el prondstico en paciente veterinarios, a la vez que
puede definir las razas mas adecuadas como modelo animal para el estudio del

cancer de mama en mujeres.
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CONCLUISONES GENERALES

e Las neoplasias mamarias en perras tienen una alta incidencia en adultas a
gerontes; las lesiones benignas y malignas presentan frecuencias similares,
con una mayor tendencia hacia las neoplasias malignas en los ultimos
anos.

e Las neoplasias mamarias en perras son un importante problema de salud
animal que ejerce cada dia mayor demanda y desarrollo de la oncologia
veterinaria.

e Las perras Cocker presenta riesgo ante el TMC. Las razas mas
frecuentemente afectadas no siempre son las de mayor riesgo.

e Las perras nuliparas no evidencian mayor riesgo a la enfermedad.

e Con la indiferenciacion celular se pierden los RE y la proliferacién depende,
entre otras, de las vias de proliferacion mediadas por Ki67.

e La expresion de erbB2 juega un rol en la carcinogénesis temprana, la
sobre-expresién puede estar relacionada con el potencial de malignidad.

e La clasificacién molecular es de utilidad en el carcinoma mamario de las
perras. El subtipo molecular mas frecuente es el Luminal erbB2 y el erbB2.

e EI TMC es una enfermedad heterogénea morfoldgica y biolégicamente, por
lo que cada paciente debe estudiarse de forma individual.

e EI BRCA 1 se encuentra en regulacién negativa, no es un indicador de
malignidad en perras Cocker, Mestizas, y Poodle.

e EI BRCA 2 también se encuentra en baja expresion en los TMC de perras
Cocker y Mestizas.

e La expresion del BRCA 1 y 2 resulta heterogéneo en cada tumor, por lo
tanto, teniendo en cuenta el caracter heredo familiar del gen en el
desarrollo del cancer de mama, su estudio puede aportar mayor
informacion enfocado en aquellas razas con predisposicion a la

enfermedad.
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Anexo 1. Glandula mamaria con multiples Anexo 2. Glandula mamaria con masa
masas tumorales de variado tamafio en  tumoral solitaria en glandula mamaria
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Anexo 5. Adenoma complejo. Anexo 6. Tumor mixto benigno.
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