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RESUMEN

El tumor mamario canino (TMC) es uno de los mas frecuentes en la
actualidad, es por esto que es necesario conocer los factores de riesgo asociados al
desarrollado de esta neoplasia, asi como nuevas formas de diagndstico y prognosis.

En cancer de mama humanos, se ha encontrado sobreexpresado el gen WT1
(Tumor de Wilm’s) y se relaciona con mala prognosis y quimioresistencia.

WT1 es un factor transcripcional que regula la expresion de distintos genes cruciales
para el desarrollo del tumor involucrados tanto en proliferacion celular como en

apoptosis y angiogénesis.

El objetivo del presente trabajo fue analizar la expresion del gen WT1 en
muestras de TMC por PCR e inmunohistoquimica y su correlacion con el tipo

histopatolégico.

Se recolectaron 17 biopsias de TMC 9 de las cuales fueron diagnosticadas
como benignas y 6 como malignas mediante histopatologia. Se analiz6 la expresion
del gen WT1 mediante la técnica de PCR encontrandose tanto en TMC benigno
como maligno, asi como en glandula mamaria sana.

Se secuenciaron 2 muestras de TMC benigno, 2 de TMC maligno, una
muestra de glandula mamaria sana y 1 muestra de rifidn encontrandose una
homologia de hasta un 100% con la secuencia de WTL1 reportada para Ictonyx libyca
(zorrilla libica).

La técnica de inmunohistoquimica para WT1 mostré una reactividad positiva
s6lo en TMC maligno y en rifidn (control positivo). Debido a que la prueba estadistica
empleada (Chi cuadrada) muestra una confiabilidad mayor en la técnica de
inmunohistoquimica que la de PCR, puede concluirse que la expresion de WT1 en

TMC se relaciona con el subtipo histopatoldgico maligno.

Xli



1.INTRODUCCION

Debido a la capacidad de diferenciacion de la glandula mamaria, los genes
involucrados en éste proceso deber llevar a cabo sus funciones de manera 6ptima,
ya que cualquier alteracién durante este proceso puede desencadenar en una
neoplasia.

El tumor de glandula mamaria(TMC) constituye uno de los tumores mas frecuentes
en la perra representando el 47% de todos los tumores(Zatloukal et al., 2005)
Aproximadamente el 50% de estos enviados a patologia para su diagnostico, son
considerados malignos, siendo la metastasis la causa principal de muerte(Klopfleisch
et al., 2011).

El TMC ha sido blanco de una amplia variedad de investigaciones relacionadas con
genes determinantes en el proceso de cancerogénesis y que pueden usarse como
biomarcadores y que han sido estudiado en el humano, tal es el caso de el factor de
crecimiento endotelial vascular (VEGF), la enzima COX-2, y mutaciones en la
proteina p53 y BRCA 1 (Klopfleisch et al., 2011).

Debido a que el 25% de los pacientes con TMC maligno requieren un tratamiento
mas alla de la cirugia y en la busqueda de nuevas estrategias terapéuticas, se hace
necesaria la busqueda de genes que puedan ser utilizados en un inicio como
biomarcadores para este tipo de neoplasia y que posteriormente puedan ser

utilizados como blancos para el desarrollo de terapia génica.

El gen WT1 (gen del tumor de WLOP(V IXH GHVFULWR LQLFLDOPHQWF
un gen supresor de tumor en nefroblastoma, un tumor pediatrico que se presenta en
1 de cada 10,000 nifios(Shimamura et al 1997). Es un factor de transcripcion que
modula la expresion de genes involucrados en la diferenciacién sexual, proliferaciéon
celular y apoptosis(Hewitt, Hamada, & McDonnell, 1995). Actualmente este gen es

reconocido en humanos como un oncogén, ya que se encuentra sobreexpresado en



leucemia y diversos tumores solidos como cancer de mama, cancer de pulmoén y

mesotelioma (Xu et al., 2013).

En cancer de mama en el humano, la sobre expresion de WT1 esta relacionado con
un mal prondéstico. Ademas el silenciamiento de WT1 en cancer de mama permite la

disminucién de células tumorales.

Se ha comprobado que el TMC y el cancer de mama en humanos tienen
propiedades similares, y debido a la diferencia entre razas, el canino es considerado

un modelo ideal para éste tipo de neoplasias.

En la actualidad existen 2 reportes de WT1 en caninos, evaluando las propiedades
de WT1 en fenotipos sexuales, sin resultados positivos(Ichimura et al., 2009;

Kothapalli, Kirkness, Pujar, Wormer, & Meyers-Wallen, 2005).

Los antecedentes anteriormente citados implican que WT1 pudiera ser un excelente
candidato a biomarcador para TMC, y que en algun futuro pueda usarse como un

posible blanco terapéutico.

El objetivo de éste trabajo fue analizar la expresion del gen WT1 en muestras de

TMC por RT-PCR e inmunohistoquimica y correlacionarlo con el tipo histopatolégico.



2.HIPOTESIS

/ID HISUHVLYQ GHO JHQ :7 )%KRRW n@Hand @mrMp\se relaciona

con la malignidad del tumor.

3.0BJETIVOS
3.1 Objetivo general

Analizar la expresion del gen WT1 en muestras de TMC por PCR e

inmunohistoquimica y su correlacion con el tipo histopatolégico.

3.2 Objetivos especificos

3.2.1 Clasificar las muestras de TMC en tumores benigno o maligno mediante

histopatologia.
3.2.2 Determinar la expresion del gen WT1 en muestras de TMC por RT-PCR.

3.2.3 Analizar la expresion de la proteina WT1 en muestras de TMC por

inmunohistoquimica.

3.24 Determinar la correlacion entre la expresion de WT1 y el tipo
histopatolégico por el método estadistico de Chi cuadrada.



4. ANTECEDENTES

4.1.Cancer
El cancer es una enfermedad causada por la proliferacion de células anormales

dentro de un organismo que pueden extenderse de un tejido a otro (OMS, 2013).

El desarrollo del cancer es un proceso que se caracteriza por tener muchas
alteraciones en una sola linea de células que ocurre después de muchas divisiones

celulares, es por esto que puede tardar aflos en desarrollarse.

Existen tejidos que son mas susceptibles a la carcinogénesis, esto debido a que
existen tejidos que tienen una mayor proliferaciéon celular como parte de su

conformacién, como los tejidos epiteliales y las células sanguineas.

Una vez que existe la proliferacion de células excesiva en un tejido y el tiempo
requerido para formarse, pueden llegar a completar las suficientes mutaciones
genéticas que le permitan caracterizarse como un tumor de tipo maligno (Karp,
2011).

Los carcinogénicos brindan la inestabilidad en el DNA necesaria para que el cancer
se desarrolle; una vez que existe un dafio a nivel genético, el desarrollo del cancer

entra en un punto de no retorno.
Existen 2 tipos de carcinogénicos, los extrinsecos que incluyen los rayos Ultravioleta,

virus, el tabaco, etc., y los intrinsecos en los que podemos mencionar las causas

hereditarias y las hormonas. (Breivik, 2005)

Para que este proceso se lleve a cabo se necesitan por lo menos 6 mutaciones que
le den a la célula la capacidad de evadir la apoptosis, promover la angiogénesis, la
invasion de tejidos, autosuficiencia de sefales de crecimiento, insensibilidad para
sefiales de anti-crecimiento y potencial de replicacion ilimitado. (Hanahan &
Weinberg, 2011).



4.1.1 Cancer en Animales
La oncologia veterinaria es de vital importancia en la actualidad para poder ampliar

nuestro conocimiento de la carcinogénesis desde un aspecto molecular, preventivo,
epidemiologico, ademas de brindarnos oportunidades de terapéuticas eficaces
debido a las similitudes compartidas entre especies.

Debido a que la incidencia de cancer ha incrementado durante los ultimos afios tanto
en las especies animales como en el humano. Es de vital importancia indagar las

similitudes que comparten.

En el 2000 Lipscomb y colaboradores reportan el incremento de cancer en
mamiferos marinos durante los ultimos 30 afios, en el caso de las focas con un 85%
de tumores malignos metastaticos, principalmente carcinomas genitourinarios, los
cuales se cree que son causados por contaminantes organicos que son principales

fuentes contaminantes en la costa de los Estados Unidos (Lipscomb, 2000).

Las cabras, perros, gatos y borregas con piel blanca tienen un elevado riesgo de
presentar carcinoma de células escamosas en piel. La despigmentacion de pelo en
los caballos y cerdos miniatura grises se ha asociado a melanomas cutaneos
(Misdorp, 1996).

4.1.2 Cancer en caninos
Aproximadamente 6 millones de perros son diagnosticados con cancer cada afio en

los Estados Unidos(Printz, 2011) y el 27% muere a causa de éste, siendo el
Bernease, el Golden Retriever y el Boxer , las razas mas afectadas.(Dobson, 2013).
Sin embargo, el boxer es la raza con el mayor riesgo de desarrollar sarcomas de
hueso y tejidos blandos, linfomas, gliomas, tumores testiculares y carcinoma
tiroideo(Misdorp, 1996).

Un estudio realizado en Reino Unido mostré una incidencia de cancer mayor en piel
y tejidos blandos, seguido por glandula mamaria, tracto genitourinario, tejido linfoide,

endocrino, gastrointestinal y orofaringeo. El histiocitoma cutaneo canino fue el tumor



mas frecuente, seguido por lipoma, adenoma, sarcoma de tejido blando, tumor de
células cebadas y linfoma(Dobson, 2002).

El tumor méas comun en las hembras es el tumor mamario canino, seguido de tumor
de tejido conectivo, melanoma maligno y linfoma. En el caso de los machos el mas
frecuente es el de tejido conectivo, seguido por el de testiculos, melanoma maligno y
boca y faringe; Esto de acuerdo a un estudio epidemiologico realizado en
1998(Kelsey, Moore, & Glickman, 1998).

La incidencia de cancer en el canino, se ha visto en aumento tras el paso de los
afos, al igual que la incidencia en humanos.(Dobson, 2013). Esta relacion se ve
magnificada debido a ciertos habitos en el humano que predisponen la aparicion de

cancer en la mascota, como la exposicion al tabaco(Reif, Bruns, & Lower, 1998).

Diferentes tipos de oncogenes asi como de genes supresores de tumor identificados
en cancer en humanos, han contribuido al mejor conocimiento de cancer en perros,
debido a que las caracteristicas moleculares, de comportamiento y clasificacion
histolégica del cancer son muy analogas entre humanos y caninos. Sin embargo el
estudio de terapias oncolégicas en el canino de igual manera contribuye a un mejor
conocimiento en cancer en humano. Por lo tanto se considera al perro como un
modelo ideal que pude contribuir de manera exitosa al conocimiento de cancer en el
humano, tanto de comportamiento del cancer como tratamientos oncologicos

efectivos(Paoloni & Kahanna, 2008).

Anteriormente se observaba que la mayoria de los propietarios de perros con
presencia de masa tumoral, no se presentaban a consulta con un medico veterinario,
y otra parte acudia con la mascota para realizar eutanasia, sin tener un diagnostico
definitivo del tumor (Kelsey et al., 1998).En la actualidad, los propietarios consideran
a su mascota como un miembro mas de su familia, por tanto su muerte genera
depresion. Es por esto que buscan la manera en la que sus mascotas se mantengan

sanas y que tengan una buena calidad de vida(McNicholas et al., 2005).



4.2 Fisiologia de la glandula mamaria
El desarrollo de la glandula mamaria comienza en la etapa embrionaria con la

aparicion de 2 lineas ventrales de ectodermo, seguidas por regiones especializadas
de mesodermo. La glandula mamaria sigue creciendo en proporcion al resto del
cuerpo hasta la etapa de la pubertad donde se liberan estrégenos de los

ovarios(Silver, 1966).

La perra posee 5 pares de glandulas mamarias distribuidas a lo largo de la linea
abdominal. Las primeras dos pares de glandulas craneales se le conocen como
glandulas toracicas craneales, las dos pares siguientes son llamadas glandulas
craneales y caudales abdominales y al ultimo par se le conoce como glandulas

inguinales.

La glandula mamaria es considerada una glandula tabulo-alveolar dividida en l6bulos
por un tejido conectivo interlobulillar. Consta de parénquima, constituido por alvéolos

y estroma de tejido conectivo, constituido de vasos sanguineos, ductos y nervios.

Los ductos interlobulares convergen en los ductos lactiferos, los cuales desembocan
en el seno lactifero que continla al seno del pezén (Sleeckx, Rooster, Kroeze ,
Ginneken, & Brantegem, 2011) constituido de una bicapa de epitelio columnar
(Sorenmo, Rasotto, Zappulli, & Goldschmidt, 2011). El seno del pezén finalmente se
abre hacia la superficie del pezén por medio de los ductos papilares. Los ductos
poseen distintos revestimientos. (Sleeckx et al.,, 2011);los ductos menores se
encuentran cubiertos por una capa de epitelio cuboidal simple y células mioepiteliales
fusiformes, mientras que los ductos mayores poseen una bicapa de epitelio cuboidal

rodeada por células mioepiteliales fusiformes(Sorenmo et al., 2011).

Los alvéolos estan compuestos por epitelio columnar o cuboidal dependiendo de la
actividad secretoria, y se encuentran rodeados por una capa de células mioepiteliales
y otra capa de células luminales (Borena, Bussche, Burvenich, Duchateau, & Walle,

2013), las cuales son responsables de la sintesis y secreciéon de leche.



Las células mioepiteliales son contractiles; y por ello responsables de la expulsion de
la leche, sin embargo, la evidencia sugiere que se encuentran involucradas en otros
procesos fisioldgicos importantes como la regulacion del crecimiento, desarrollo y
diferenciacion de la glandula mamaria , asi como el control de la carcinogénesis
inhibiendo el crecimiento tumoral y angiogénesis, promoviendo la apoptosis Yy
limitando la movilidad de células cancerigenas(Sopel, 2010).

4.2.2 Irrigacion sanguinea de la glandula mamaria
La irrigacion sanguinea de la glandula mamaria esta determinada por la arteria

epigastrica superficial craneal que provee flujo sanguineo a las glandulas mamarias
toracicas craneal y caudal y la abdominal craneal . La glandula abdominal caudal y el

par de glandulas inguinales son irrigadas por la arteria superficial caudal.

La sangre venosa es drenada por la vena interna toracica en el caso de las glandulas
mamarias toracicas, mientras que la sangre de las glandulas abdominales e
inguinales se drenan por medio de la vena epigastrica superficial caudal(Sleeckx et
al., 2011).

La anastomosis craneo-caudal de las venas que pasan por la linea media, propician
la deposicion de células tumorales malignas en glandulas adyacentes vy

colaterales(Silver, 1966).

4.2.3 Drenaje linfatico de la glandula mamaria
Debido a que el sistema linfatico estd involucrado en la diseminacion del tumor,

conocer el drenaje individual de cada una de las glandulas mamarias es de gran

importancia cuando se presenta un TMC

Cada glandula mamaria posee una red de pequefios vasos linfaticos que se unen a
una red similar en el tejido subcutaneo para conjugarse con vasos de mayor tamafo

que drenan la linfa a los ganglios(Sleeckx et al., 2011).

En caninos sanos, el drenaje linfatico se realiza hacia los linfonodos ipsilaterales y
no existe drenaje hacia el lado lateral de la glandula, pero en caso de existir
neoplasia, el drenaje se puede alterar(Pereira, Baileiro, & Ribeiro, 2003).



Gracias a los descubrimientos realizados por Patsikas (Pastikas & Dessiris, 1996;
Pastikas et al., 2006; Patsikas & Dessiris, 1996), la inspeccion de ganglios

especificos para evaluar al paciente con TMC es posible. (Tabla 1).

Glandula mamaria

CRT Craneal toracica

CUT Caudal toracica

CRA Craneal abdominal

CUA Caudal abdominal

| Inguinal

Drenaje linfatico normal

Ganglio linfatico axilar

Ganglio linfatico axilar

Ganglio linfatico axilar y
superficial inguinal

Ganglio linfatico
superficial inguinal

Ganglio linfatico
superficial inguinal

Drenaje linfatico
neoplasico

Ganglio linfatico axilar y
esternal

Ganglio linfatico axilar y
esternal

Ganglio linfatico axilar,
superficial inguinal e
illaco medial

Ganglio linfatico axilar y
superficial inguinal

Ganglio linfatico
superficial inguinal,

popitleo y ganglios
linfaticos mediales del
muslo

Tablal. Drenaje linfatico normal y neoplasico de glandula mamaria

4.2.4 Desarrollo de la glandula mamaria
Durante la pubertad se encuentra el periodo mas activo de desarrollo de la glandula

mamaria, causado por la liberacion de estrogenos, ésta época se caracteriza por una
rapida extension y ramificacion, principalmente en las zonas terminales de los
ductos, donde gracias a la proliferacion celular se da la formacion de capullos en la
porcién distal(Meyer, Leen, & Burvenich, 2004).

Durante el ciclo estral de la hembra ocurren cambios importantes en la glandula
mamaria. En la fase del proestro en animales jovenes, los ductos interlobulares se
encuentran formados de un tejido conectivo denso en el estroma. En el caso de
animales adultos en proestro la glandula se encuentra inactiva y esta formada por

ductos interlobulares y lobulillos rodeados por cantidades excesivas de tejido



conectivo interlobular; ademds, estructuras alveolares del ciclo anterior pueden
encontrarse presentes en los lobulillos. Se pueden encontrar también macrofagos

con lipofusina .

El en inicio del estro la proliferacion de epitelio intralobular es evidente, seguido por
la pérdida de tejido conectivo en los I6bulos .En etapas tempranas del diestro,
cuando existe una mayor concentracion de progesterona, hay un gran desarrollo de
los ductos, con la formacion de Iébulos. El epitelio que rodea a éstos ductos es una
multicapa, y los fibroblastos dentro del estroma interlobular tienen un nucleo mas
prominente y muestran una incrementada actividad mitotica. En tapas tardias del
diestro, el desarrollo de la glandula mamaria ha alcanzado su maximo con la
formaciébn de alvéolos secretorios en la parte terminal de los ductos

intralobulares(Sorenmo et al., 2011).

En los inicios de la gestacion, con una alta concentracion de progesterona, el
crecimiento ocurre por medio de un alargamiento y ramificacion del sistema ductal de
los I6bulos. Los ductos dan lugar a la formacién de I6bulos que a su vez formaran los
alvéolos. Poco tiempo antes del parto, y bajo la influencia de la prolactina, las células
alveolares pre-secretoras maduran a células alveolares secretoras. Al momento del
parto, la glandula mamaria ya es una estructura conformada de estructuras ductales,
lobulares y alveolares, por lo que la leche es transportada via ducto- ducto hasta el
seno del pezon, donde es eliminada por el neonato(Sleeckx et al., 2011). 10 dias
post parto comienza la regresion alveolar, que se completa a los 40 dias post parto;

En ésta etapa soélo se pueden observar los ductos(Meyer et al., 2004)(Figura 1)
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Figura 1 .Desarrollo de la glandula mamaria. Durante el crecimiento la porcién del
parénquima a estroma incrementa, hasta que eventualmente, los l6bulos y alvéolos

se encuentran separados solamente por tejido conectivo(Sleeckx et al., 2011).

4.3Tumor mamario canino
El TMC es el mas frecuente en las perras y en las mujeres (Kelsey et al., 1998).

Aunque en la perra se presenta 4 veces mas frecuente que en el humano (Gupta et
al.,, 2012). Este tumor representa el 47 % del total de los tumores en
caninos,(Zatloukal et al., 2005) y el 50% que se envian a patologia son
diagnosticados como malignos; la mitad de éstos solo pueden ser tratados con
cirugia(Gupta et al., 2012); siendo la metéstasis la causa principal de muerte
(Klopfleisch et al., 2011).Esto significa que el 25% de los pacientes tienen un alto

riesgo de metastasis y requieren un tratamiento mas alla de la cirugia.

La incidencia de TMC es menor en algunas regiones, debido a que realizan la OVH
(ovariohisterectomia)como parte del protocolo de medicina preventiva, en una edad
temprana; desde las 8 semanas hasta los 12 meses; tal es el caso de los Estados
Unidos y algunas ciudades en el oeste de Europa(Moe, 2001).

Contrario a lo citado anteriormente, Espafia y Escandinavia tienen una incidencia
significativamente mayor, debido a que la OVH no es parte de su protocolo

preventivo(Egenvall et al., 2005a).

La glandula mamaria caudal abdominal y la inguinal son las mas afectadas(Misdorp,
1996).
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Los TMC son de origen epitelial (adenoma simple /carcinoma simple), tejido epitelial
y mioepitelial(adenoma complejo/carcinoma complejo), origen mesenquimal
(fribroadenoma/fibrosarcoma/osteosarcoma), y el mas frecuente; una combinacion

entre tejido epitelial y mesenquimal (tumor mixto benigno)(Sleeckx et al., 2011).

La mayoria de los pacientes con TMC (50-70%)presentan tumores multiples, éstos
pacientes pueden tener diferentes diagnosticos para cada tumor; Sin embargo, los
pacientes diagnosticados con tumor maligno se encuentran en mayor riesgo de
desarrollar un tumor maligno en comparacion con los perros con tumores benignos
(Sorenmo, 2003).

Se he estipulado que los tumores malignos se desarrollan a partir de un tumor
benigno pre existente (Sleeckx et al., 2011), ésta teoria se ve reforzada por autores
que afirman que un TMC benigno se transforma en maligno después de un periodo
de tiempo prolongado, siendo el carcinoma, la clasificacion histoldgica final este

proceso(Sorenmo et al., 2011).

Un estudio realizado por Sorenmo en el 2009 indica que los pacientes
diagnosticados con TMC malignos son significativamente mas viejos y presentan
tumores méas grandes, que los pacientes diagnosticados con tumores benignos
(Sorenmo et al.,, 2009). La evidencia sugiere que la malignidad est4 asociada al
tamafio del tumor, se ha demostrado que los tumores de 5 cm o menos tienen un
mejor pronostico. Los tumores mayores de 5cm tienen mas probabilidad de estar

asociados a metéstasis ganglionar.

Las publicaciones revelan que los perros con lesiones histologicas pre -malignas de
TMC 6 perros con diagnéstico previo de malignidad muestran un riesgo significativo
de desarrollar TMC maligno adicional al ya existente(Stratmann, Failing, Richter, &
Wehrend, 2008). Estos descubrimientos pueden asociarse al hecho de que toda la
glandula mamaria estd expuesta al mismo ambiente hormonal (Sorenmo et al.,
2009).

Aunque los TMC parezcan entidades independientes, los autores confirman que

clinicamente pueden tener diferente diagnodstico y tamafio, pero son etiologicamente
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iguales(Sleeckx et al., 2011). La etiologia hormonal es uno de los aspectos de TMC
gue comparten con el humano(Beck et al., 2013).

4.3.1Factores de riesgo
Existen diversas opiniones acerca de los factores de riesgo determinantes en TMC,

Sleeckx afirma que los factores de riesgo mas importantes que permiten el desarrollo
de TMC incluyen la edad, la raza, la predisposicion genética, las hormonas y factores
de crecimiento, la expresion de ciclooxigenasa 2 y la dieta (Sleeckx et al., 2011).
Sorenmo concluye que a pesar de que factores como la raza, dieta y obesidad tienen
una asociacion con el desarrollo de TMC; la edad y la exposicion hormonal son los

factores mas importantes(Sorenmo et al., 2011).

Es importante mencionar que existen factores de riesgo que se han relacionado
significativamente con los existentes en el humano como lo son la edad,

predisposicion genética, y la obesidad (Beck et al., 2013).

4.3.1.1Edad
Los perros jovenes tienen una mayor predisposicion a tener TMC benignos contrario

a los perros mas longevos. Los perros que presentan TMC benignos tiene una edad
media de 8.5 afios de edad, comparado con los malignos con 9.5 afios. Sin embargo,
Zatloukal en el 2005 reporta que la incidencia mas alta de tumores mamarios
benignos y malignos se presenta a los 10 y 13 afos respectivamente (Zatloukal et
al., 2005).

La presencia de TMC en perros menores de 5 afios de edad es escaso (Sorenmo et
al., 2009).

4.3.1.2Raza
Las razas predisponentes a TMC son variables de acuerdo a la region donde se

realiza el estudio; en Suecia se reporta la incidencia mas alta en Springle spaniel,
doberman pinscher y boxer(Egenvall et al., 2005b), en Noruega las razas con mayor
riesgo fueron Boxer, Cocker spaniel, Springle Spaniel Inglés y Dashounds(Moe,
2001); Zatloukal en Republica Checa reporta que las razas mas susceptibles a este
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tipo de tumor (maligno y benigno) son el Dashound, Poodle, y Cocker Spaniel
(Zatloukal et al., 2005).

Las razas pequefas tienen una mayor predisposicion a TMC aunque las razas
grandes de raza pura también estan expuestos; dentro de las razas pequefas
predisponentes, las mas comunes incluyen Poodle, Maltés, Chihuahua, Beagle,
Dashound, West Highland, White terrier, Yorkshire terrier y Bishon Frise(Sorenmo et
al., 2011).

4.3.1.3 Hormonas
El tumor mamario, tanto en el humano como en el canino es hormona- dependiente y

se sabe que la exposicion a hormonas ovaricas es la principal causa para el

desarrollo de ésta neoplasia(Thuroczy et al., 2007).

Las hormonas estroideas estimulan el crecimiento en la glandula mamaria normal, lo
cual ocurre en cada ciclo estral. El efecto proliferativo que poseen éstas hormonas,
hacen a la perra mas susceptible a desarrollar TMC(Sleeckx et al., 2011). Schneider
reporta que el riesgo de TMC incrementa en los primeros ciclos estrales (Schneider,
Dorn, & Taylor, 1969).

La esterilizacion en las perras tiene una incidencia 3 a 7 veces menor que las perras
enteras(Alenza, Pefia, Del castillo, & Nieto, 2000),aunque éste factor también
depende de la edad en la cual se realiza la cirugia, ésta se recomienda que sea
antes del primer estro, o entre el primer y el segundo estro con una incidencia del
0.5% y 8% respectivamente(Misdorp, 1996).

Investigaciones posteriores determinaron que realizar la OVH posterior al segundo
estro, brindaba proteccion, pero no lo suficientemente significativa(Sonnenschein,
Glickman, Goldschmidt, & McKee, 1991). Chang indicé que la OVH realizada al
momento de la extirpacion del tumor mejoraba significativamente la tasa de

supervivencia de 2 afios (Chang, Chang, & Chang, 2005).

Los estrogenos promueven el crecimiento en los ductos, mientras que los
progestagenos inducen el desarrollo I6bulo talveolar , ademas de una hiperplasia en

células mioepiteliales y secretorias.
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La progesterona se relaciona con el desarrollo de TMC, esto debido a que regula la
hormona de crecimiento GH; la cual estimula la proliferacion de las células madre de
la glandula mamaria, como primer paso de la carcinogénesis. El efecto de los
esteroides es medido por medio de la expresion de receptores de estrogeno (RE) y

progesterona(RP). (Sorenmo et al., 2011).

En humanos existe evidencia de que la edad avanzada en momentos de embarazo
0 la ausencia de éstos tenia una incidencia mayor en TMC, sin embargo en caninos

no se ha encontrado alguna asociacion (Sleeckx et al., 2011)

En caninos se utiliza la administracion de derivados de progesterona para suprimir el
ciclo estral; existe evidencia de que la administracién de éstas sustancias permiten el
desarrollo de TMC(Kwapien, Giles, Geil, & Casey, 1980).

4.3.1.4 Dieta
Perez sugiere que caninos con problemas de obesidad alimentados con una dieta

alta en carne roja, especialmente de res y cerdo, ocasiona un riesgo mayor a
desarrollar TMC; Sin embargo éste estudio también indicdé que la obesidad tenia un
riesgo mayor, si se presentaba en etapas tempranas de crecimiento(Perez Alenza,
Rutteman, & Pena, 1998).

Se cree que la obesidad esta relacionada con la presencia de TMC en mujeres pos
menopadsicas, esto gracias a la accion de las aromatasas, que son enzimas claves
en la biosintesis de estrégenos; en caninos se cree que esto sucede de la misma

forma (Sorenmo et al., 2011).

4.3.2 Factores prondsticos
Los factores prondsticos mas conocidos son el tamafio de tumor, tipo de tumor,

grado de tumor y presencia de invasion celular o linfatica. Las investigaciones
relacionadas a factores prondésticos han sido muy inciertas, Sin embargo los factores
pronésticos que probaron ser mas consistentes de acuerdo a sus estudios mejor
controlados son el tamafio de tumor, el estado de los nédulos linfaticos y el estado

clinico del tumor(Sorenmo et al., 2011).
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4.3.3 Diagnostico y estadio
Durante el examen fisico del paciente el TMC es facilmente detectable, ya que se

presentan nodulos en la glandula mamaria. La mayoria de los pacientes se
encuentran sanos al momento del examen fisico; a excepcion de los que presentan
metéstasis avanzada o carcinoma inflamatorio, los cuales puede presentar fatiga,
letargia, pérdida de peso, disnea, tos, linfoedema 6 cojera dependiendo del lugar en
donde se presente la metastasis (Sorenmo, 2003).

Los TMC pueden ser pequefios, grandes, fijos o moviles, o ulcerados. Los ganglios

linfaticos pueden o no, presentar un aumento considerable de su tamafio.

Los pacientes que presenten TMC deben ser quirdrgicamente retirados de ser

posible, para realizar un diagnostico por histopatologia (Sorenmo et al., 2011).

El examen fisico adecuado del paciente debe incluir la palpacion e inspeccion de
cada una de las glandulas, y la palpacion de cada uno de los ganglios linfaticos, los
axilares, e inguinales superficiales no son palpables, a menos que se encuentren

aumentados de tamafio(Sleeckx et al., 2011).

El estadio de TMC se realiza en base al sistema T(Tumor), N(Linfonodo),
M(metastasis); para su clasificacion, se toma en cuenta el diametro mas grande del
tumor.(Tabla2) (Augusto, 2014).

4.3.3.1 Tamafio del tumor
Existen 3 diferentes categorias de tamafio descritas : T1:<3cm, T2:3-5cm, y T3:>5cm

(Owens, 1980). La mayoria de los estudios muestran que los tumores de 3cm o
menos tienen un mejor prondstico, aunque un estudio reciente demostré que lo
mismo es cierto para los tumores de 5cm ya que éstos tenian mas probabilidad de

estar asociados con metastasis ganglionar (Chang et al., 2005).

A pesar de que el tamafio de tumor indica un prondstico, es necesario tomar en
cuenta otras variables al momento de estimar la supervivencia, como el estadio del

tumor, ya que a medida que el tumor crezca el pronostico serd mas desfavorable.

16



4.3.3.2 Estado de nodulos linfaticos
El estado de ganglios linfaticos ha probado ser un factor prondstico en distintas

investigaciones, en las que se debe de incluir andlisis multivariados (Sorenmo et al.,
2011).

Los ganglios linfaticos aumentados deben ser identificados y posteriormente debe
realizarse una puncion con aguja fina para analizar por medio de citologia el

contenido de éstos, y asi descartar una metastasis.

Se deben realizar por lo menos tres radiografias toracicas, ya que uno de los
principales sitios de metastasis es el pulmén, sin embargo, en caso de presentar
algun sintoma de metastasis en algun otro sitio, deben hacerse las pruebas

diagnosticas correspondientes (Fidler & Brodey, 1967).

El estadio de TMC se identifica por medio de 2 sistemas; el sistema de estadio
WHO (World Health Organization) original y el modificado; tomando en cuenta el
criterio del sistema TMN. La diferencia entre el original y el modificado es que en el
caso del original existen sélo 4 estadios; caninos con un TMC clasificados T1 son
estadio Il asi, como también los T2 a pesar del estado de sus ganglios linfaticos. Los
pacientes con metastasis son categorizados como estadio IV sin importar los
ganglios linfaticos y el tamafio del tumor. En el caso del sistema modificado, los
pacientes con ausencia de alteraciones en los linfonodos y sin presencia de
metastasis son categorizados en estadio I,Il,y 1l dependiendo del tamafio del tumor
respectivamente. Cada paciente con aumento en linfonodo regional es clasificado en
estadio 1V, y cada paciente con metéstasis, es estadio V, sin tomar en cuenta el

tamarno del tumor.

El Diagndstico y estadio del tumor se dan por medio del andlisis histopatolégico. Si
existen tumores multiples, deben ser evaluados individualmente(Sleeckx et al.,
2011)(Tabla 3).
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Tabla 2.Clasificacion de tumores mamarios caninos por medio del sistema

TNM
T: Tumor Primario N: Linfonodo M: Metastasis
T1:Tumor <3cm NO: No hay aumento de MO: Sin evidencia de
linfonodos metastasis
T2:Tumor 3-5cm N1:metastasis en linfonodos M1:Metastasis
ipsilaterales
T3:Tumor >5cm N2: metastasis en linfonodos
contralaterales

(Augusto, 2014)

Tabla 3. Sistema de estadio WHO (Sorenmo et al., 2011)

Sistema de estadio WHO Original Sistema de estadio WHO Modificado
estadio | Tla,b,c NO MO estadio T1 NO MO
I I
estadio TO, NI MO estadio T2 NO MO
I I
Tla,b,c, NI MO

T2a,b,c, | NO 6 Nla MO

estadio | T3a,b,c NI MO estadio T3 NO MO

1] 1]
Cualquier | Cualquier | MO
T N

estadio | Cualquier | Cualquier M estadio | Cualquier NI MO
VI T N VI T

estadio | No existe estadio | Cualquier | Cualquier Mi
\ \ T N

a:no fijo, b: fijado a piel, c: fijado a musculo




El sistema de estadios basado en tamafio de tumor , ganglios linfaticos y metastasis
puede conferir un pronostico significativo, y asi, guiar a los clinicos para tomar la

mejor decision para el paciente.

4.3.4 Clasificacion de TMC
En 1974 la Organizacion Mundial de la Salud publico la primera clasificacion

histopatoldgica de los tumores en animales domésticos. En este estudio se hace
hincapié en que esta clasificacion, no puede ser totalmente aceptada por todos los
patélogos, pero ayudara a tener una mejor comunicacién entre los patdlogos y los

meédicos veterinarios(Beveridge & Sobin, 1974).

En 1996 se realiz6 un estudio en Tokio donde se agruparon los tumores caninos
mamarios malignos en 4 grupos histopatolégicos, con el propdsito de tener un
prondstico para los pacientes(Yamagami, Kobayashi, Takahashi, & Sugiyama, 1996).
En el 2011, Goldschmidt presenta una nueva clasificacion en base a 2 anteriores,
incluyendo tumores, que se han identificado como variantes malignos de previos
tumores benignos como el tipo cribiforme de carcinoma simple y comedo-carcinoma,
asi como los nuevos tumores que no habian sido identificados, como el Carcinoma

Micropapilario

Los tumores malignos se caracterizan por tener pérdida ¢ discontinuidad de la
membrana basal, ademas de la presencia de necrosis, mitosis, anaplasia y

pleomorfismo nuclear.

Los tumores benignos carecen de una invasion de crecimiento y normalmente se

encuentran encapsulados(Goldschmidt, Pefia, Rasotto, & Zapulli, 2011).

4.3.5 Biomarcadores y pronostico de TMC
En el tumor mamario canino, se ha identificado la expresién de distintos tipos de

genes encargados del crecimiento del tumor como el factor de crecimiento epidermal,
los inhibidores de crecimiento, los encargados de la proliferacion celular, genes
antiapoptoticas, encargados de la reparacion del DNA, y los angiogénicos
(Klopfleisch et al., 2011).

19



En humanos, el uso de biomarcadores como rutina en pacientes con cancer se
encuentra evolucionando gradualmente, sin embargo en el campo de la medicina
veterinaria, a pesar de que se han encontrado hallazgos significativos, los
biomarcadores no se utilizan como rutina en los pacientes; esto puede ser debido a
la falta de valor prondstico de cada biomarcador. Santos en 2013 identifico los
marcadores que tienen un alto valor prondstico, tal es el caso de Ki67 que probd ser
el mejor, seguido por MIB-1; con propiedades pronosticas asociadas a proliferacion y
apoptosis, sin embargo no determina el tiempo de la metastasis. Ademas se
encontr6 que VEGF no tiene funcionalidad como factor prondstico(Santos et al.,
2013).

Un biomarcador es definido como una caracteristica que es objetivamente medida y
evaluada como un indicador de procesos biolégicos normales, proceso patolédgicos, 6
respuestas farmacoldgicas a una intervencion terapéutica. Un marcador exitoso para
cancer debe estar asociado a la neoplasia, pero también debe reflejar la respuesta

de otros tejidos hacia el mismo(Kycko & Reichert, 2014).

La clasificacion para biomarcadores del cancer se categorizan en biomarcadores
diagnésticos; usados para detectar procesos neoplasicos e identificar el tipo de
cancer; biomarcadores prondésticos, que proveen informacion sobre la posible
progresion del tumor, o el inicio del mismo, lo cual nos puede orientar a una terapia
adecuada; y los biomarcadores predictivos, que se usan para evaluar la probabilidad
de éxito ante una terapia(Kulasingam & Diamandis, 2008).

Las citoqueratinas CK5, CK6, CK7,CK8, CK14, CK17 CK18, CK19, ademas de actina
de mdusculo liso, calponina, vimentina y p63 son marcadores que permanecen
constantes durante la transformacion celular y desarrollo de tumor por lo que son
proteinas que poseen propiedades esenciales para ser usadas como marcadores de
TMC. La expresion de calponina, actina de musculo liso , p63, se han encontrado en
TMC simples, en donde la inmunoreactividad incluia células epiteliales neoplasicas
ademas del mioepitelio preextistente; los marcadores basales fueron expresados por
una porciébn de células epiteliales neoplasicas, lo cual es un indicador de

componente mioepitelial; indistinguible del epitelio luminal, el cual se marca con CK8
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y CK18. La identificacion de los tumores con o sin diferenciacién mioepitelial pueden
ser importantes debido a la participacion de las células mioepiteliales en TMC
malignos, ya que se consideran como un indicador de prondstico desfavorable en

caninos y humanos(Sorenmo et al., 2011).

El RE es uno de los biomarcadores mas significativos en TMC debido principalmente
a su etiologia de caracter hormonal, ademéas indica prondéstico, diagndstico y
tratamiento. Este receptor se encuentra localizado principalmente en el nucleo de las
células de la glandula mamaria y por lo tanto se considera un receptor de tipo
nuclear(W. Yang et al., 2006).

El RE funciona como un factor de transcripcion ligando dependiente que modula la
expresion de una variedad de genes que permiten la proliferacion de células
neoplasicas, que por lo tanto promueven la progresion del tumor(Nasomyon,
Samphao, Sangkhathat, Mahattanobon, & Graidist, 2014).

Sleeckx 2011 afirma que la presencia de RE es significativamente elevada en
tumores benignos, comparada a los malignos y que la expresién de RP decrecia

progresivamente desde la displasia, hasta tumor maligno(Sleeckx et al., 2011).

Chang en 2005 realiz6 un estudio en donde se determindé que la mayoria de los
tumores benignos eran positivos a RE y RP, pero de los tumores malignos, solo el
50% presentaba RE+ y el 70% RP. Los tumores con ambos tipo de receptores
tuvieron una mayor probabilidad de medir menos de 5cm y una menor probabilidad

de metastasis (Chang et al., 2005).

Sorenmo encontrd que las perras con OVH 2 afios después de la escision del tumor
tenian mayor probabilidad de ser RE- y asi disminuir el efecto de protector de la OVH
(Sorenmo et al., 2011). Mainenti en 2014 afirma que la OVH realizada un afio
después de la recesion el tumor probo tener una disminucion de RE y RP en TMC

malignos (Mainenti, Rosoto, Carnier, & Zappulli, 2014).
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Beck en 2013 afirma que la disminucion de RE esté relacionado con tumores de
mayor tamafio, y aumento de ganglios linfaticos; relacionado con un mal

pronéstico(Beck et al., 2013).

La expresion del factor de crecimiento epidermal 2 (HER2) se encuentra sobre
expresado en tumor de glandula mamaria en el humano y se encuentra asociado a
un mal prondstico(Ferretti, Felici, Papaldo, Fabi, & Cognetti, 2007).En TMC la
ausencia de HER2 se encuentra asociada a un mal pronéstico cuando se incluye la
negatividad de RE y la expresion de uno de los 3 marcadores basales (P-cadherina,
p63,citoqueratina 5)(Gamma, Alves, & Schmitt, 2008).

La expresion de marcadores como ER,RP y HER2 son frecuentemente evaluados en
mujeres. Estos resultados realizados por inmunohistoquimica, permiten subdividir
los casos de tumor mamario en: tumores luminales: expresando RE y/o RP asi como
citqueratinas luminales (CK7,CK8, CK18, CK19), tumores basales: negativos para
marcadores hormonales y expresando marcadores basales
(CK5,CK6,CK14,CK17,calponina, vicentina y p63, y tumores positivos para
HER2(Reis-Filho & Tutt, 2008). Esta misma clasificacién se ha tratado de aplicar en
TMC, pero los subtipos inmunohistoquimicos mencionados anteriormente y la
diversidad de su comportamiento bioldégico no ha podido ser probado hasta la fecha,
esto debido a que existen investigaciones contradictorias en cuanto a la expresion de
HER2 en carcinomas basales , ya que al ser evaluados, los investigadores usan un
panel diferente de marcadores basales y establecen diferentes criterios para definir la
positividad. Ademas estos subtipos no distinguen entre la expresiéon de componentes
epiteliales y mioepiteliales, los cuales son una parte sumamente importante en estos

procesos neoplasicos(Sorenmo et al., 2011).

En células normales, cualquier cambio genético o metabdlico puede desencadenar
una transformaciéon maligna. Estos cambios activan mecanismos biolégicos que
permiten que se lleve a cabo la apoptosis o0 muerte celular programada; un dafio al
ADN, replicaciéon de DNA incorrecta, irregularidades en la progresion del ciclo celular,

estrés por hipoxia y la acumulacién de proteinas mal formadas son eventos tipicos
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que activan la cascada y las moléculas pre-apoptéticas o inactivan la anti-

apoptoticas.

La proteina P53 se ha identificado como supresor de tumor, es activada por estrés
oxidativo, dafio al DNA y conduce a un arresto celular, este arresto es mediado por
un incremento transcripcional de p21, un inhibidor de ciclina E/Cdk2 en la transicion
de la fase G1 a fase M(Klopfleisch et al., 2011). Las mutaciones en p53 se asocian
a una inactivacion en la formacion de TMC (Veldhoen, Watterson, Brash, & Milner,
1999). Sin embargo p53 no ha probado hasta el momento ser de valor prondstico. Se
han investigado proteinas involucradas en la cascada de sefializacion de p53 y se ha
determinado una sobre expresion de proteinas
antiapoptoticas(BCL2,BCLX,SFRP2),en comparacion con las proteinas pre-
apoptoticas(BAX,caspasa8,caspasa9),las cuales no mostraban expresion(Klopfleisch
et al., 2011).

La regularizacion de la proliferacion celular en células no neoplasicas es regulada por
distintas moléculas incluyendo células checkpoint en el ciclo celular, o supresores de

tumor.

PTEN es un supresor de tumor con relevancia prondstica para TMC. PTEN ha
probado reducir la proliferacion celular, pero esta involucrado en la apoptosis y la
adhesion celular. En TMC la ausencia de PTEN a sido asociada a una supervivencia
del 76% en tumores malignos. PTEN a probado ser un excelente candidato para
complementar el pronéstico dado por histopatologia(Restucci, Vico, & Maiolino,
2000).

La inestabilidad gendmica es fundamental en las células neoplésicas. Los
carcinégenos como la exposicion a la luz UV son la causa principal de dafio al ADN,
esto ocurre también en células no neoplasicas, sin embargo existe una red de
sensores de dafio al ADN, y enzimas reparadoras del dafio, que impiden que el
dafio se efectie. Mutaciones e inactivacion epigenética de ADN impiden que éstos
mecanismos cumplan su funcion, desencadenando una neoplasia(Klopfleisch et al.,
2011).
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Entre el 5y 10% de los tumores mamarios en el humano se consideran hereditarios,
esto se atribuye a mutaciones en genes susceptibles a cancer de mama BRCALl y
BRCAZ2, sin embargo en el canino éstas caracteristicas heredables no han probado
ser similares(Rivera et al., 2009).Estas proteinas pertenecen a un grupo de genes
supresores de tumor y juegan un papel critico en la reparacion de DNA(Klopfleisch et
al., 2011). Rivera utilizé Springle Spaniel Ingles para analizar 10 genes principales
involucrados en tumor mamario en mujeres, incluyendo BRCA 1 y BRCA2; concluyo
que éstos dos genes se encontraban relacionados con TMC en ésta raza
especifica(Rivera et al., 2009).Nieto en 2003 afirmé que la expresion de BRCA1 por
inmunohistoquimica se encuentra mas reducida en el ndcleo, comparada con la
expresion en el citoplasma, en TMC maligno, sin embargo cambios en la localizacion

0 expresion no se asocian con variables clinico-patolégicas (Nieto et al., 2003).

El efecto reparador de DNA de BRCA es mediado por la activacion de BCRAL y
BCRA2 con proteinas reparadoras de DNA. Existen genes involucrados en la
sefializacion de BRCA, pero solo RAD51 ha sido analizado en TMC. Una sobre
expresion de RAD51 y BRCA2 fue encontrada en TMC metastético, lo que indica que
los TMC malignos sufren una inestabilidad genética debido a una causa

desconocida(Klopfleisch et al., 2011).

Durante la carcinogénesis las proteinas de union célula-célula juegan un papel
fundamental, ya que cuando ésta red de proteinas se ve modificada, resulta en una
ruptura barrera, lo que permite una metastasis y progresion del tumor. Cambios en
la expresion de éstas proteinas de union han sido asociados a invasion de células
neoplasicas a vasos sanguineos, extravasacion a érganos diana distantes, formacion
de metastasis y separacion de células tumorales primarias(Makrilia, Kollias,
Manolopoulos, & Syrigos, 2009).

Las caderinas son glicoproteinas transmembrana con un dominio extracelular
responsable de la interaccion célula-célula, un dominio transmembrana, y un dominio
citoplasmatico que esta unido al citoesqueleto(Weheelock & Johnson, 2003). La

mayoria de los estudios centra su atencion en E-caderina ya que ésta es la proteina
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principalmente expresada por células epiteliales; se encuentra en la membrana baso-

lateral, en uniones adherentes (Klopfleisch et al., 2011).

En la glandula mamaria normal, las células epiteliales polarizadas se encuentran
rodeando los ductos y alvéolos, expresando E-caderina lo que permite que se
mantengan unidas. En contraste, las células mioepiteliales expresan P-caderina y no
E-caderina (Gama, Paredes, Albergaria, Gartner, & Schmitt, 2004).La mutacién de
ésta molécula resulta en un desarrollo y progresion del tumor. Los TMC
diagnosticados como carcinomas indiferenciados metastaticos e invasivos muestran
una ausencia de E-caderina, comparado a la expresion en carcinomas bien definido;
esto sugiere que E-caderina juega un papel importante en la transformacion maligna
del tumor.(Gamma, Paredes, Gartner, Alves, & Schmitt, 2008). En tumor mamario
canino existe una correlacion significativa entre la expresion de P-caderina y un
elevado estadio de tumor, sugiriendo que la expresion de ésta molécula es un

marcador de agresividad biolégica para TMC(Klopfleisch et al., 2011).

La angiogénesis es un proceso fundamental en la carcinogénesis ya que contribuye
al rapido crecimiento del tumor por medio de la suplementacion de nutrientes,
oxigeno, metabolitos y la creacion de una via de acceso para la metastasis. Este
proceso se lleva a cabo gracias a la accion de factores pro-angiogénicos y
antiangiogénicos en las células endoteliales o estromales (Klopfleisch et al., 2011). El
estimulador de la angiogénesis mas estudiado es VEGF, ésta proteina es sintetixada
y localizada en los granulos citoplasméaticos de células epiteliales neoplasicas,
endoteliales y estromales. Esta expresion citoplasmatica varia de acuerdo al tipo
histopatoldgico; en el caso de los TMC benignos, la expresion citoplasmatica fue muy

pobre comparada a la de los malignos.

La expresion de VEGF ha sido asociada solamente al estadio del tumor y no a otros
factores clinico-patolégicos, como el tamafio del tumor, la invasion de linfonodos,
etc. (Al-Dissi, Haines, Singh, & Kidney, 2010).

4.3.6 Tratamiento para TMC
La cirugia sigue siendo el tratamiento de eleccion para todo tipo de TMC. La

reseccion completa del tumor permite su diagndstico por histopatologia, ademas, de
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ser puede ser curativa, siempre y cuando el tumor sea primario y la cirugia cuente

con margenes limpios.

Antes de realizar la cirugia es importante tener en cuenta el tamafio y la localizacion

del tumor , si el tumor es movible y si hay tumores multiples.

Las diferentes técnicas quirdrgicas incluyen: lumpectomia, que consiste en retirar el
tumor y parte del tejido circundante, mastectomia simple, en la cual se retira la
glandula mamaria completa, regional, que consiste en la exéresis de varias mamas y
del ganglio linfatico correspondiente de acuerdo con la ruta de drenaje linfatico,
dependiendo de las mamas afectadas; unilateral, en la cual se retiran todas las
glandulas mamarias de una linea, y la bilateral que consiste en retirar todas las
glandulas (Sleeckx et al., 2011). En un estudio se encontré que el 58% de las perras
con TMC maligno extraido por medio de una mastectomia regional desarrolld6 un
segundo tumor en una glandula ipsilateral, por lo que se concluy6é que los tumores
malignos debia retirarse con una mastectomia bilateral. Las lumpectomias se
encuentran reservadas para los tumores menores de 0.5 cm movibles y benignos.
Para los tumores mas grandes y localizados dentro de una glandula Unica, se debe
considerar una mastectomia simple(Stratmann, Failing, & Richter, 2008).

El 50% de las perras que presentan TMC benigno tienen una cura total después de
el tratamiento con cirugia, sin embargo, el 50% restante que presenta TMC maligno
presenta una micrometastasis al momento de la cirugia por lo que éste tratamiento

no es suficiente(Sleeckx et al., 2011).

La radioterapia aun no ha sido evaluada como un tratamiento en TMC, pero puede
ser una sugerencia para pacientes con una reseccion completa de tumor, 6

metastasis(Sorenmo, 2003).

La desmopresina es un sintético derivado de la hormona antidiurética, con

propiedades homeostéticas; es utilizada en perros con diabetes insipida.

Hermo reporta una supervivencia total, y libre de enfermedad después de la

administracion de éste compuesto a una dosis de 1 Jkg via intravenosa 30 minutos
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pre quirdrgica, y 24 horas post- quirdrgica, sin hallazgos de efectos adversos(Hermo
et al., 2008).

El mecanismo de accidén de éste compuesto es aln desconocido, pero se tiene la
hipétesis de que puede inhibir la metastasis al reducir la adherencia de células
neoplasicas en la microvasculatura. Se requieren mas estudios para corroborar que

el uso de desmopresina en TMC es efectivo(Sleeckx et al., 2011).

El uso de Goserelina, un agonista de la hormona luteinizante , ha probado tener un
efecto positivo en el tratamiento de mujeres con tumor mamario hormona-
dependiente(Bajetta et al., 1994). En caninos tratados con goserelina, los niveles de
estradiol y progesterona se reducen, asi como el tamafio del tumor, sin efectos
adversos. Sin embargo se requieren estudios con una mayor cantidad de pacientes

para comprobar el éxito de éste compuesto (Sorenmo et al., 2011).

En el ambito de la oncologia veterinaria, los atiprogestagenos pueden tener un efecto
positivo en TMC positivos a RP. Aglepristone, es un bloqueador de progesterona que
comunmente es usado en caninos para inducir aborto 0 parto. Este compuesto ha
funcionado para disminuir la proliferacion en perras con TMC positivo a RP(Fieni,
2006).

Las respuestas clinicas al tratamiento con moduladores de RE como Tamoxifen, una
droga no esteroidea antiestrégeno; ha probado ser significativamente mejor en
pacientes con tumores que expresan RE y RP en el humano(Sleeckx et al., 2011),
sin embargo ésta droga antiestrégeno no ha probado tener un efecto antitumoral en
el canino (Beck et al., 2013).

El 25% de las perras con TMC no pueden ser exitosamente tratadas con cirugia, por
lo que es conveniente contar con un quimio-terapéutico adyuvante en estos casos.
Sin embargo la informacion de éstos compuestos es limitada en dosis , toxicidad y

eficiencia.
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El uso de ciclofosfamida en combinacién con 5-fluorouracilo 6 en combinacion con
mitoxantron y vincristina, ha permitido incrementar la supervivencia, con escasos

efectos adversos (Clemente, De Andres, Pena, & Perez Alenza, 2009).

Se ha documentado que perras tratadas con cirugia y una combinacion de
ciclofosfamida y 5- fluorouracilo presentan una mayor tasa de supervivencia,
contrario a los tratamientos realizados con doxorrubicina, docetaxel 6 gemcitabin, los
cuales no mostraron tener algun beneficio en el tratamiento contra TMC(Augusto,
2014).

Los tratamientos anteriormente mencionados, exceptuando la cirugia, aun se

encuentran en fase experimental en medicina veterinaria(Sleeckx et al., 2011).

4.4 WT1 Tumor de Wilm’'s
El gen WT1 se identifico y clon6 por primera vez en el tumor de Wilm’s, un

nefroblastoma pediatrico que afecta a nifios menores de 5 afios de edad y afecta 1
de cada 10,000. Debido a su naturaleza pediéatrica, se cree que éste tumor se

desarrolla a partir de un desarrollo errébneo durante la embriogénesis.

El tumor de Wilm’s es usualmente asociado a otras anormalidades congénitas tal es
el caso del sindrome de WARG, de Denys-Drash, Frasier y Beckwith-Wiedemann los
cuales se caracterizan por presentar: WT1, aniridia, anormalidades genitourinarias y
retraso mental. (Call et al., 1990).

4.4.1 WT1 en embriogénesis
Durante la embriogénesis WT1 juega un papel fundamental en el desarrollo del

sistema genitourinario, principalmente en el epitelio que dara origen a los podocitos,
mesénquima renal, epitelio glomerular y génadas fetales(Fernandez, Figueroa, &
Pérez, 2009). Sin embargo, la evidencia sugiere que WT1 se encuentra expresado
en otros organos, tales como, utero, bazo, higado, timo, areas del cerebro, médula

espinal, corazén y glandulas adrenales(Scharnhorst, Van Der, & Jochemsen, 2001).
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En etapas adultas la expresion de WT1 se observa en el sistema genitourinario,
sistema nervioso central y tejidos involucrados en la hematopoyesis, incluyendo la

meédula 6sea y los ganglios linfaticos(L. Yang, Han, Suarez-Saiz, & Minden, 2007).

4.4.2 Estructura de WT1
.En humanos éste gen se encuentra localizado en el cromosoma 11pl3, codifica

para 10 exones y genera un ARNm de 3kb.

La proteina WT1 posee un domino N-terminal que se encuentra constituido de
secuencias ricas en prolina y glutamina, éste domino es de gran importancia, ya que
debido a sus dominios de represién y activacion geénica, se lleva a cabo la funcion
transcripcional regulatoria del gen. EI dominio C- terminal, esta constituido de 4
dedos de zinc, el cual es critico para la unién de ADN Yy las interacciones de ARN y

proteinas(Scharnhorst et al., 2001).

En mamiferos el exén 5y 9 sufren un corte y empalme alternativo, la inclusion de
exon 5 inserta 17 aminoacidos entre la porcion de prolina-glutamina y los 4 dedos de
zinc. En el caso del exén 9, se insertan 3 aminoacidos; lisina, treonina y serina,
(KTS)incluidos entre el dedo de zinc 3 y 4.Estos splicing dan lugar a 4 principales
isoformas, WT1 + / + (presencial7aa y KTS), + / - (17aa/ausencia de KTS), - / +
(ausencia 17aa/ KTS presente) y - / - (17aa/KTS ausente). La isoforma WT1(+/+) es
la mas predominante en el humano, siendo al isoforma (-/-) la menos
frecuente(Scharnhorst et al., 2001). Debido a otras alteraciones en el proceso de
transcripcion y de la presencia de 3 distintos sitios de inicio de la traduccién, se
generan isoformas de diferentes tamafios; el inicio en el codén CUG genera una
isoforma de entre 60-62kDa,en el coddn AUG posicion 0, de 52 a 54kDa, y el inicio
en el codén8 AUG posicion 127 que genera una isoforma de 36-38kDa(L. Yang et al.,
2007)(Fig2.)

La insercion de los 3 aminoacidos KTS forma un espacio entre el tercer y cuarto
dedo de zinc permitiendo asi la represion o activacion de una amplia gama de genes,
dependiendo de las caracteristicas del promotor y del tipo celular(Nakagama,
Heinrich, Pelletier, & Housman, 1995).
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La isoforma KTS+ se relaciona con procesos de maduracién de RNA, mientras que
KTS- se asocia al proceso de transcripcion, induce el arresto celular por medio de la

activacion de la proteina 21 y tiene una mayor afinidad al DNA(Herrera et al., 2004).
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Figura 2. Estructura de WT1 A) presentacion de los 10 exones presentes en el ARNm, B)
demostracion de las 4 principales isoformas y sus splicing alternativos en sus exones
correspondientes, C)Porciébn amino terminal con sus dominios, dominio de unién a ADN,
dominio de represién y activacion de genes. Porcion carboxilo terminal con 4 dedos de zinc y
su dominio de unién a ADN D)Presentacion de las isoformas de acuerdo al sitio de inicio de

la traduccion (Scharnhorst et al., 2001).

Las mutaciones de wtl en Tumor de Wilm’s se presentan en un 15%, por lo que se
le describi6 como un gen supresor de tumor, sin embargo estudios actuales han
determinado que la expresion de WT1 se presenta en una gran variedad de
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neoplasias en el humano(leucemias y tumores solidos), por lo que se ha postulado

que puede funcionar como un oncogén en este tipo de tumores.

La presencia de los 4 dedos de zinc le dan a WT1 la principal funcion de regular la

transcripcion de genes importantes involucrados en proliferacion ¢ arresto celular,

diferenciacion sexual, diferenciacion celular y apoptosis. (Tabla 4) (L. Yang et al.,

2007).
GEN BLANCO EFECTO
Factores de crecimiento
Anfiregulina Activacion
Factor estimulante de colonias-1 Represion

Factor de crecimiento de insulina

Factor de crecimiento de plaquetas

Activacion/represion

Activacion/represion

Factor de creciminto transformante- Represion
Receptores
Receptor de andrégeno Represion
Receptor de factor de crecimiento epidermal Represion
Receptor de insulina
Receptor de factor de crecimiento de insulina 1 | Represion
Receptor alfa del acido retinoico Represion
Respresién
Enzimas
Transcriptasa reversa de la telomerasa humana | Represion
Descarboxilasa de ornitina
Represion
Factores de transcripcion
C-Myb Represion
C-Myc Activacion/represion
Cliclina E Represion
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Cliclina G1 Activacion
P21 Activacion
Pax-2 Represion
CME

E-cadherina Incremento
Trombospondinal Represion
Sindecano 1 Activacion
Otros.

Wnt-4 Activacion
Bcl-2 Activacion/respresién
Eritropoyetina Activacion

Tabla 4 . Genes blanco transcripcionales de WT1(L. Yang et al., 2007)

La sobrexpresion de WT1 se ha detectado en leucemia mieloide aguda (AML),
leucemia mieloide crénica (CML), leucemia linfocitica aguda y sindromes
mielodisplasicos, asi como en diferentes tipo de tumores sélidos, lo que sugiere su
papel como un oncogeén(Scharnhorst et al., 2001).

En el caso de leucemia, la sobreexpresion de WT1 se ha relacionado con un
pronéstico desfavorable. En leucemia linfocitica aguda se ha considerado a WTL1
como un antigeno tumoral ya que se encuentra sobreexpresado 10 veces mas que
en células normales. La expresion de Wtl en tumores solidos se ha utilizado como
un factor prondstico(Sugiyama, 2010).

4.4.4 Inmunohistoquimica de WT1

WT1 se encuentra expresado en nucleo y citoplasma. El epitelio de la glandula
mamaria se encuentra separado del estroma, por células mioepitaliales y membrana
basal. Las rupturas de éstas dos laminas son cruciales para el inicio de la

carcinogénesis en cancer de mama.
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WT1 se encuentra expresado en células mioepiteliales y epiteliales(Hua Li & Man,
2009).

La deteccion inmunohistoquimica de WT1 se encuentra principalmente en el nucleo
de las células tumorales en el tumor de Wilm’s y el mesotelioma; es por esto que

WT1 ha sido usado como marcador diagnéstico en estas neoplasias.

La tincion citoplasmatica de Wtl no ha sido evaluada en la mayoria de los tumores,
esto se debe a que su funcidén transcripcional regulatoria se lleva a cabo en el nucleo,
sin embargo, estudios recientes afirman que W?1tl se encuentra involucrado en el
metabolismo de ARN vy la regulacion de la traduccion en el citoplasma. Por lo tanto la
deteccidén aberrante de WT1 en citoplasma de las células tumorales, puede alterar

las propiedades de éstas a partir de la regulacion de expresion de genes.

En un estudio realizado por Nakatsuka et. al en 2006, se detect6 WT1 por medio de
inmunohistoquimica en 494 tumores, los cuales incluian tumores gastrointestinales,
pancreaticos, del tracto urinario, érganos genitales masculino y femenino, pulmoén,
cerebro, piel , tejidos blandos y hueso. Por medio de anticuerpos monoclonales (6F-
H2) y policlonales (C-19) se determind que la inmuno-deteccion de WT1 en el
citoplasma debe ser tomada en cuenta para futuros diagnosticos. Ademas se
encontré6 que pueden existir diferencias entre los anticuerpos usados ya que los
anticuerpos monoclonales reconocen la porcién aminoterminal de WT1, y debido a
las diferentes isoformas resultantes del splicing alternativo, los resultados pueden ser
variables(Nakatsuka et al., 2006).

4.4.5 WT1 en cancer de mama en humano
WT1 se ha evaluado como biomarcador en cancer de mama en el humano. Debido a

que el tejido mamario sufre cambios conformacionales en diferentes etapas,

cualquier alteracién a nivel molecular puede favorecer la carcinogénesis.

Wil es un regulador transcripcional de mudultiples genes encargados de la

proliferacion y crecimiento celular.

33



Silberstein et al. evalu6 la expresion de WT1 por inmunohistoquimica y RT-PCR,
donde determin6 que la expresion de WT1 era nula tanto en tejido mamario normal

como en células neoplasicas (Silberstein, Van Horn, Strickland, & Roberts, 1997).

Loeb et. al obtuvo resultados contrarios a los anteriores ya que detecto la presencia
de WT1 en células neoplasicas, especificamente carcinomas y una ausencia de WT1
en tejido mamario normal. Por lo que concluyeron que WT1 probablemente no tenia
la propiedad de supresor tumoral en este tipo de neoplasia(Loeb et al., 2001).

Miyosi et. al determind que la expresibn de WT1 en cancer de mama esta
relacionado con un mal prondstico(Miyoshi et al., 2002).

Reizner et al. concluyeron que la expresion de WT1 suspendia el efecto de RE, por
lo que se cree que existe una correlacion negativa, sin embargo se requieren mas

estudios para determinar la regulacion entre RE y WT1(Reizner et al., 2005)

Tuna et al encontraron que HER2 se acopla a Akt para incrementar la expresion de
WT1 y que WTL1 estimula la fase G1 del ciclo celular e inhibe apoptosis en los
pacientes que sobre expresan HER2, gracias a la ciclina D y a la proteina bcl2(Tuna,
Chavez, & Tari, 2005)

Un estudio realizado por Han et.al en células neoplasicas de mama indica que WT1
puede actuar como dominante negativo, ya que su porcién carboxilo terminal con sus
dedos de zinc permite la unién al promotor de WT1, contrario a su porcién amino
terminal. Esta porcion carboxilo terminal reprime la expresién de bcl2 y c-myc(Han,
San Marina, Yang, Koury, & Minden, 2007)

Zapata Benavides determino que el silenciamiento de WT1 provoca una disminucién
en la proliferacién celular, y lo clasifica como un blanco terapéutico(Zapata, Tuna,
Berestein, & Tari, 2002).

Hua Li et al. realizé un estudio en donde evalud la inmuno-deteccion de WT1 y

encontré que las células mioepiteliales positivas a WT1 y la inmuno reactividad
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disminuia con la progresion del tumor y que la pérdida de la heterocigocidad de WT1
se relaciona con una progresion en cancer de mama(Hua Li & Man, 2009).

4.4.6 WT1 En caninos
Existen solo dos reportes de WT1 en caninos.

Ichimura et al. reportaron un tumor estromal de cordones sexuales constituido de
luteoma y una porcion de células de Sertoli. WT1 fue positivo para la porcién de
luteoma principalmente en el nucleo, mientras que las células de Sertoli carecieron
de inmunoreactividad para WT1,Por lo que se concluyd que la ausencia de Wtl en
éstas células determina la diferencia de fenotipo(lchimura et al., 2009).

Kothapalli et. al evalu6 si las mutaciones de WT1 se relacionaban con la trascripcion
del gen SRY en sin obtener resultados positivos(Kothapalli, Kirkness, Pujar, &
Wallen, 2004).

5. MATERIALES Y METODOS
5.1 Recoleccion de muestras de tumor mamario canino

La recoleccion de muestras de tumor mamario canino se realizé en distintas clinicas
veterinarias de pequefas especies del area metropolitana de Monterrey Nuevo Leon.
El protocolo fue avalado por el comité de bioética y bienestar animal de la FMVZ
UANL.

Se realiz6 también la recoleccion de tejido mamario normal y rifion para usar como

controles en el antirrdbico de Monterrey Nuevo Ledn.

La muestra fue divida en 2 partes, una de las cuales fue colocada en un frasco con
formaldehido al 10% para realizar el diagnostico histopatolégico y la otra se

almacend en congelaciéon a -20°C para realizar extracciéon de ARN.
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Cada muestra recolectada fue identificada con la edad del Paciente y presencia o
ausencia de ovario histerectomia. Ademas de los datos de la clinica veterinaria de la

cual se recolectd la muestra.

5.2 Diagnostico por histopatologia

Las muestras de TMC fueron fijadas con formaldehido al 10%, durante 24 horas y
lavadas con agua destilada durante 3 minutos. Posteriormente se realizé el proceso
de deshidratacion con alcoholes a concentraciones de 70%, 90%, 96% y 100%
durante 10 minutos en cada uno. Las muestras se aclararon con xilol durante 10 min.
y se colocaron en un bloque con parafina liquida en estufa a 60° durante 2 horas. Se
realizaron los cortes seriados de 5mm cada uno y se colocaron en el portaobjetos. El
tejido se desparafiné primeramente con xilol durante 5 minutos y posteriormente con
etanol a concentraciones de 100%, 96% y 80% durante 10 minutos cada uno. El
tejido se lavdo con agua destilada y se tifio con la técnica convencional de
Hematoxilina y Eosina. La deshidratacion se realizo con etanol a concentraciones de
80%, 96%,100% Yy xilol durante 10 minutos cada uno.

El andlisis patoldgico fue realizado por el Dr. Rafael Ramirez Romero

5.3 Extraccién de ARN por el método de TRIZOL

Se colocaron 50mg de muestra en un tubo con 1ml de trizol® Reagent(Life
THFKQRORJLHV | |Q¥ mWstrRs] skQncHEbaron 5 minutos a temperatura
ambiente y se adicion6 a cada tubo 200l de cloroformo, el cual mezclé por inversion
(3-6 veces).Posteriormente las muestras se centrifugaron a una velocidad de 12,000
r.p.m. a 4 @ durante 10 minutos y se toma la fase superior (sin color) de las 3 fases,
la cual se transfirié a un tubo. A continuacion se precipité el ARN, agregando a cada
tubo 500ul de isopropanol y se mezclo por inversion (3-6 veces). Los tubos se
incubaron 15min a temperatura ambiente, se centrifugaron 12,000 r.p.m. a 4 ¢
durante 10 minutos y se elimind el sobrenadante. La pastilla en el fondo del tubo se
lavd con 1ml de etanol al 75% y se centrifugd 12,000r.p.m. por 5min a 4 ¢.
Finalmente se elimind el alcohol y el paquete de ARN se re suspendié en un volumen

GH d®&agua DEPC y se almacen6 a -70°C. Se determin6 la concentracion y la
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integridad de ARN midiendo la absorbancia a 260 nm en un espectofotdbmetro
(EPOCH) y por electroforesis 90 Volts durante 15 minutos en un gel de agarosa al
0.8% .

5.4 Sintesis de ADN complementario (ADNCc)

Se prepar6 para cada muestra, un tubo eppendorf de 1.5ml que contenia: 5ug de
ARN, 1pl de dNTP’s (10mM), 1ul de Oligo dT (0-O5ug/ul) (Life Technologies,
,QYLWURJHQ hash idn Rdlirmery de 12ul con agua grado molecular libre de
nucleasas. Los tubos se incubaron en un termoblock sin agitacion a 65 ¢ por 5min.
Después se adicioné a cada uno: 4ul de buffer de la enzima RT 5X, 2ul de DTT
(100Mm) y 1pl de inhibidor de ARNsas /LIH 7HFKQRORJLHV ,QYLWUR.
incubaron a 42 & por 2-3min sin agitacion. Posteriormente se agreg6 a cada tubo 1pl
de la enzima Transcriptasa Reversa (RT) (200U /[LIH 7THFKQRORJLHV ,QYLW
se incubaron a 42 & por 50min. Sin agitacion. Para finalizar la reaccion, se aumenté

la temperatura a 70 & por 15min y el ADNc obtenido se almacené a -20°C.

5.5 RT-PCR para el analisis de la expresion del gen constitutivo B-actina
y expresion de WT1
GH $'Dbbtenido se amplificd utilizando XQD VROXFLYyQ TXH FRQWHQtD

GH7DT $'1 SROLPHUDVD O GH %XiyTEQU G4 2UHDEBLYQ

PO G173V \ PO GH 0J&®@J Goirtver:
Fw5 GAGAAACCATACCAGTGTGA QJ @] G pti@der
RWE*7777%$&&7*7$7*$*7 &Raujllette, Andrew, & Venta, 2000). La
VROXFLYQ VH DIRUy FRQ DJXD '(3& KDWWampkf@acioR&EXPHQ Gt
realiz6 comenzando con una desnaturalizacion inicial de 94° por 5 minutos, seguida
por 35 ciclos de desnaturalizacion a 95°C por 1 minuto, alineamiento a 55°C durante
2 minutos y extension de 72°C durante 3 minutos, finalizando con una extension final
de 72°C durante 10 minutos (Brouillette et al., 2000) utilizando un termociclador PCR
CAP 96X0.2ml (Maxygene).Los primers de WT1 amplificaron un fragmento (800 pb).
Para amplificar el fragmento de ADNc de b-actina de canino se utilizaron las mismas
condiciones y reactivos con los primers Fw *7****&*& & & &$**&$ & &y
5Z 1*7&&77$P7*7T&P&*&S&*S$T7TT7TT7& 1 (O FRQWURO SRVLWLYR
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primers fue DNA obtenido a partir de sangre de canino. La amplificacion se realizé
comenzando con una desnaturalizacion inicial de 94° por 5 minutos, seguida por 35
ciclos de desnaturalizacion a 94°C por 1 minuto, alineamiento a 59.6°C durante 30
segundos y extension de 72°C durante 40 segundos, finalizando con una extension
final de 72°C durante 10 minutos, utilizando un termociclador PCR CAP 96X0.2ml
(Maxygene). Los primers de b-actina  amplificaron un fragmento (200pb).
Posteriormente los productos de WT1 y b-actina de PCR se analizaron por

electroforesis 90V 1:30 horas en un gel de agarosa al 1 % .

5.6 Secuenciacion del gen WT1
Los productos de PCR de 3 muestras (glandula mamaria sana, tumor mixto benigno

y carcinoma simple) se secuenciaron por medio de la compafia Macrogen Usa(330
Piccard Drive,Suite 205Rockville, MD 20850). Las secuencias se editaron por medio

del programa Serial Cloner 2.6.

5.7 Inmunohistoquimica para el analisis de la expresion del gen WT1
La inmunohistoquimica se llevd a cabo por medio del servicio de Anatomia y

Citopatologia del Hospital UniversitaULR 3'5 -RVp (OHXWHULR *RQJ]iOH]
6 bloques de parafina fueros sometidos a tinciones de inmunohistoquimica
(osteosarcoma, carcinoma, tumor mixto benigno, adenoma, rifién y glandula mamaria

sana) con el anticuerpo monoclonal para WT1 con la técnica cualitativa de
estreptoavidina biotina.

5.8 Correlacion entre expresion de WT1 y el tipo histopatoldgico
El andlisis estadistico usado para medir la correlacion se realizé por medio de una

tabla de contingencia 6 prueba de Chi-cuadrada. Este analisis se realiz6 por medio
del software SPSS.
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6. RESULTADOS
6.1. Recoleccion de muestras de TMC

Se recolectaron 17 biopsias de TMC en el area metropolitana de Monterrey, Nuevo
Ledn. Los datos recolectados de la historia clinica mostraron una media poblacional
de 10 afos de edad, un total de 26% de hembras castradas y un 74% de hembras
enteras que presentaron TMC.

6.2 Analisis histolégico mediante la tincion convencional de Hematoxil ina

y eosina de las biopsias de TMC

Al analizar las 17 muestras, 15 de éstas se diagnosticaron como TMC, 9 clasificados
como benignos y 6 malignos, representando el 60% y el 40% respectivamente. Las
2 muestras restantes que se recolectaron, desarrollaban caracteristicas morfolégicas
propias de TMC, sin embargo al realizar el diagndstico por histopatologia se
clasificaron como inflamacion piogranulomatosa y quiste folicular infundibular. El
55.55% de las muestras diagnosticadas como malignas provenian de hembras
enteras y el 44.44% de hembras castradas, mientras que el 100% de las muestras

diagnosticadas como malignas provenian de hembras enteras (tabla 5).

Numero Castrada/Entera Diagnostico
de

Muestra
1 9 *Castrada Mixto benigno
2 11 *Castrada Mixto benigno
3 9 ° Entera Mixto benigno
4 15 ° Entera Adenoma complejo
5 5 ° Entera Adenoma mixto
6 8 ° Entera Adenoma simple
7 11 *Castrada Adenoma
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8 4 ° Entera Mixto benigno

9 11 *Castrada Mixto benigno

10 11 ° Entera Carcinoma mioepiltelial

11 13 ° Entera Osteosarcoma

12 13 ° Entera Carcinoma escamoso

13 11 ° Entera Carcinoma solido

14 8 ° Entera Carcinoma simple

15 15 °Entera Carcinoma solido

16 8 ° Entera Inflamacion piogranulomatosa
17 11 *Castrada Quiste folicular infundibular

Tabla 5. Biopsias de TMC recolectadas ,diagnéstico histopatoldgico, y datos clinicos (1-9) TMC

Benigno, (10-15) TMC Maligno, (16 Y 17) Biopsia no tumoral, (*) Hembras castradas, (°) Hembras

enteras.

Se diagnosticaron 4 tipos de TMC: tumor mixto benigno(Figura3) y adenoma simple

(figura 4) clasificados como tumores benignos. Carcinoma (simple, sélido y

escamoso ) (Figura 5) y osteosarcoma (Figura 6) clasificados como tumores

malignos.
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Figura 3. Canino, hembra, glandula mamaria, tumor mixto de glandula mamaria. Se

aprecia una zona de celularidad, una matriz mucinosa y una temprana formacion
condroide. H&E, barra: 10um. En el recuadro se aprecia una zona del mismo tumor

con mayor diferenciacion condroide. H&E, 400x.
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Figura 4 . Canino, hembra, glandula mamaria, adenoma simple. El patron glandular
se muestra en orden y las células cuboidales aparecen con polaridad hacia su
membrana basal formando acinos. Sin embargo, hay zonas en las que el epitelio
muestra desorden y proyecciones hacia el lumen H&E, barra: 10um.
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Figura 5. Canino, hembra, glandula mamaria, osteosarcoma. Las trabéculas 0seas
estan bien definidas pero su aspecto es inmaduro. Hay osteoblastos en los
margenes y amplias lagunas en matriz. Hay una zona en la parte superior con
cartilago en mineralizacion. El componente sarcomatoso invade las trabéculas y
tiene un marcado pleomorfismo. H&E, barra: 50 pum. En el recuadro hay un
remanente mioepitelial con marcado pleomorfismo, cariomegalia, citomegalia, células
binucleadas, nucléolos prominentes y figuras con cromatina aberrante. H&E, 400x.
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Figura 6. Canino, hembra, glandula mamaria, carcinoma simple. Los acinos se
encuentran hipercelulares compuesto por células pleomérficas, sin orden, ni
polaridad. Muchas de estas estan desprendidas de la membrana basal y se
mantienen en conglomerado. Hay mitosis aisladas y figuras con cromatina
aberrante. H&E, barra: 5 um.
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6.3 RT-PCR para el analisis de la expresion del gen constitutivo B-actina
y expresion de WT1

Se logré amplificar la expresion del gen constitutivo de beta actina de 200pb en todas
las muestras realizadas, por lo que garantizamos de ésta manera la integridad del
ADNC.

La expresion del gen WT1 fue positiva para los tumores benignos(figura7A),
malignos(Figura7B) y glandula mamaria sana con 800pb, sin embargo, no se logré

observar amplificacion en rifién, y en el T5 (Figura7A).

A)

B)

WT1 m
Dme

DFWI-

Figura 7 A)Expresion GH :7 DFWLQD HQ WXPRUHV EHQLJQRV *0 *Oi
(R) Rifibn.B) ([SUHVLYQ GH :7 \ DFWLQD HQ WnakgRdd PDPDULR FDQLQR
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6.4 Secuenciacion del gen WT1

Se obtuvieron las secuencias consenso de glandula mamaria sana (614pb), tumor
mixto benigno (514pb) y carcinoma simple (508pb) respectivamente, las cuales se

muestran a continuacion:

1.- Secuencia de glandula mamaria sana

ATGTGAGAGGGTTAGCCATTTGCTTAGCTTTTCCCGATAATCGTGCCTCCCCCCCGCCCCCCCAA
TCTCCAGAGATTTTCCTTTTCTTAAGGGAAAGAAGAAAAAAGAAAGAAAGAAAAGAAAGAAAAGAA
AGAAAGAAAGAAAGAAAGAAAGAAAGAAAGAAAGAAAGAAAGAAAAGAAGAGGAAGCATCCCCTG
TTCCTCTTGCAAACCACCAAACTTTGGGATCCCGCTAGCCTTTGCTGATTAGACGCTGATACTGGT
AAAGAGGAAGGGGGTGGAGAGCAGGAGCAGGTTTGTAGGGTGTGAGTCAGTTATTCAGTCTTGC
ACACGGGTGAAACTGGTGGGAAGGTGGATGTTTGGGTGTTGGGAAGAGTTGTTCCCCAGACAGA
AGCAGGTCTTCAGGGATTACACTGCAGCATTAGGTGGTTTGTACCAGGCCTGGGGTGTTGGGGA
AACCTGCGGGCGAGGCAGACATCATACAGGTGCCTGGAAACGTCCGGCTCCTCTGAGAAACCAT
ACCAGTGTGATGACTGTGGGAAGTCCTTCCGCCAGAAAACCACACTCTCTCTACATCAGAGAATT
CATNCAGGAGAAAAACCGGACACTGTCAAG

2.- Secuencia de tumor mixto benigno

ATGTGAGAGGGTTAGCCATTTGCTTAGCTTTTCCCGATAATCGTGCCTCCCCCCCGCCCCCCCAA
TCTCCAGAGATTTTCCTTTTCTTAAGGGAAAGAAGAAAAAAGAAAGAAAGAAAAGAAAGAAAAGAA
AGAAAGAAAGAAAGAAAGAAAGAAAGAAAGAAAGAAGAAAGAAAGAAAAAGAAGGGAAGGATCCC
CTGTTTGTTTTGCCTGCCACCCAACAAAGGGATCCCTCTCGCTATTTGTTGATTATTCATTCATTGT
GGTAGAGAACAGGGTGGTGGAGGAAAAAATCCGGTTTGTTGGGTGGGAGTGATTTTTTTTTTCTT
GCACGCACCTGACTCTGGTGGGAAGCTGGATGTTTGTGGGTGGGGAAGAAATATTCCCCCCACA
GAAGCAGGTCTGCCTGGATGACTCTGCCTGCTTCGGTGGGTGGTTCGTGGCCTGGGGGGTGGEG
GGAAACAAGCCTGCGAGGCAGGCATACTCCCTCGTGCCTGGAAGCAAACGGCTCCTTCC

3.- Secuencia de carcinoma simple

ATGTGAGAGGGTTAGCCATTTGCTTAGCTTTTCCCGATAATCGTGCCTCCCCCCCGCCCCCCCAA
TCTCCAGAGATTTTCCTTTTCTTAAGGGAAAGAAGAAAAAAGAAAGAAAGAAAAGAAAGAAAAGAA
GAAAGAAAGAAAGAAAGAAAGAAAGAAAGAAAGGAAGGAAAAAAAGGAAAAGAAACATCCCCTGT
TTCGACTGCAAACCACAGAACAGTGGGATCCCGCTAGCAATTTGCTGATGATACACTAGTAGTGG
TAAAGAACAGGGTGGTGGAGAACACAATCCGGTTTGTAGGGTGTGATTCACTTTTTCAGTCTTGG

ACACAGCTGAGACTGGTGGGAAGCTGGATGTTTGTGGTTAGGGAAGAGTTGTTCCCCAGACAGA

AGCAGGTCTTCAGGGATTACACTGCAGCATTAGGTGGTTTGTACCAGGCCTGGGGTGTTGGGGA
AACCTGCGGGCGAGGCAGACATCATCACAGGTGCCTGGAAACGTCCGGCTCCTC
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Estas secuencias fueron analizadas en busca de homologia con secuencias
previamente reportadas en el GenBank (PUBMED), obteniéndose los siguientes
resultados:

Tumor mixto *Ictonyx libyca Wilms tumorlgene parcial cds(Koepfli et 100%
benigno 2008).
*Vulpes vulpes Wilms tumorl gene parcial cds(K. Koepfli e 95%
2006)
*Canis familiaris Wilms tumorl gene intron(Shibuya et 85%
1996)

Carcinoma simple *Canins familiaris Wilms tumorl gene intron (Shibuya et 98%
1996)
*Canis lupus Wilms tumorl gene parcial cds(K. P. Koepfli ¢ 98%
2006)
*Vulpes vulpes Wilms tumorl gene parcial cds(K. P. Koeg 95%
al., 2006)

Glandula mamari¢ *PREDICTED:Canis lupus familiaris Zinc finger protein 97%

sana transcript variant RNAm
*Canis familiaris Wilms tumorl gene intron(Shibuya et 92%
1996)
*Canis lupus Wilms tumorl gene parcial cds(K. P. Koepfli ¢ 92%
2006).

Tabla 6. Homologia de las secuencias analizadas con las publicadas previamente en
el GenBank.
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6.5 Inmunohistoquimica para expresion de la proteina de WT1

La expresion de WT1 fue positiva en todas biopsias diagnosticadas como malignas,

asi como en la muestra de rifién(Figura 8-11). Sin embargo, biopsias diagnosticadas
como benignas resultaron ser negativas asi como la muestra de glandula mamaria
sana(Figura 12-15).

Figura 8. Inmunoreactividad positiva para WT1. Canino, hembra, glandula mamaria,
carcinoma sélido. Se observan células neoplasicas positivas para Wtl invadiendo el
lumen arterial
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Figura 9. Carcinoma sélido. Células epiteliales con inmunoreactividad citoplasmatica,
positiva para WT1(3+).
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Figura 10.Osteosarcoma. Osteoblastos formando matriz 6sea con inmunoreactividad
citoplasmatica (3+)
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Figural 1. Rifidbn. Glomérulos. células endoteliales, mesengiales, y podocitos con
inmunoreactividad (3+)
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Figural2 . Inmunoreactividad negativa para WT1. Tumor mixto benigno. Lesion
caracteristica del tumor, con presencia de matriz osteoide y células mioepiteliales,
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Figura 13 . Tumor mixto benigno. Hiperplasia lobulillar con reactividad inespecifica
dentro de los acinos que corresponde a un material proteinaseo.
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Figural4. Adenoma simple. Células epiteliales poligonales. La reactividad es
inespecifica y corresponde a linfocitos y macrofagos en intersticio
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Figural5. Glandula mamaria sana. Reactividad inespecifica en el lumen de la

glandula
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6.6 Andlisis de correlacion entre WT1 y el subtipo histopatologico

Los resultados para la técnica de PCR mediante el disefio de chi cuadrada fueron de
0.7143, mientras que la chi de tablas para una confiabilidad del 95% es de 3.8415 y
para una confiabilidad de 99% es de 6.6349. Por lo que se acepta la hipotesis nula,
asi que se determina que la prueba de PCR no es estadisticamente significativa

(P>0.05). Por lo que se concluye que ésta prueba no es confiable.

Los resultados para la técnica de inmunohistoquimica fueron de 4, mientras que la
chi de tablas para una confiabilidad de 95% es de 3.8415 y para una confiabilidad de
99% es de 6.6349.Por lo que se rechaza la hipotesis nula y se determina que los
resultados son estadisticamente significativos (P<0.05)concluyendo asi que existe

una correlacion entre la expresion de WT1 y la malignidad de TMC.
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7. DISCUSION

Aproximadamente 6 millones de perros son diagnosticados con cancer cada afio en
los Estados Unidos vy el 27% muere a causa de éste (Printz, 2011) Printz, 2011).

Sin embargo en ésta cifra no se conoce actualmente en México.

La incidencia de cancer, se ha visto en aumento tras el paso de los afios, al igual que
la incidencia en humanos.(Dobson, 2013). Esta relacion se ve magnificada debido a
ciertos habitos en el humano que predisponen la aparicidon de cancer en la mascota,

como la exposicion al tabaco(Reif et al., 1998).

El tumor mamario canino es el mas frecuente en las perras y en las mujeres (Kelsey
et al., 1998).Aunque en la perra se presenta 4 veces mas frecuente que en el
humano, representando el segundo tumor mas frecuente en caninos(Gupta et al.,
2012).

El 50% que se envian a patologia son diagnosticados como malignos(Gupta et al.,
2012). Los hallazgos de éste trabajo difieren con lo citado anteriormente, ya que se
diagnosticé un 40% de TMC malignos del 100% de la poblacion. Esta discrepancia
entre los resultados puede deberse a que la mayor cantidad de hembras
muestreadas resultaron estar castradas. La literatura afirma que la esterilizacion en
las perras tiene una incidencia de TMC de 3 a 7 veces menor que las perras
enteras(Alenza et al., 2000), y que en el caso de las hembras castradas que
presentan TMC, en su mayoria son diagnosticados como benignos(Sorenmo et al.,
2011), mientras que las hembras enteras tienen una menor tasa de supervivencia, ya
que tienen un mayor riesgo de desarrollar TMC maligno y por lo tanto
metastasis(Sleeckx et al., 2011). Nuestros resultados coinciden con lo citado
anteriormente ya que la cantidad de hembras castradas que presentaron TMC fueron
en su totalidad diagnosticados como benigno, mientras que la totalidad de TMC
malignos correspondieron a hembras enteras.

La edad es considerado uno de los factores de riesgo mas importantes en el
desarrollo de TMC; en un estudio realizado con beagles, se determind que la edad

en la que el riesgo de presentar TMC se vuelve significativo, es a los 8 afios de
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edad. Eventualmente el riesgo incrementa conforme la edad sigue avanzando(Taylor
et al., 1976).

Existen antecedentes que sefialan que los perros mas jévenes suelen desarrollar
TMC benignos a diferencia de los perros longevos, los cuales presentan en su
mayoria TMC maligno. Zatloukal determina una edad promedio de 10afios para los
TMC benigno y 13 afios para los malignos(Zatloukal et al., 2005). Nuestros
resultados no muestran una relacion entre la edad y el tipo histopatolégico, Sin
embargo podemos decir que la edad promedio de la presencia de TMC de cualquier

tipo fue de 10 afios, lo cual coincide con la literatura.

Los TMC mas frecuentes son el carcinoma en el caso de los malignos y el tumor
mixto benigno(Sleeckx et al., 2011), lo cual coincide con los resultados obtenidos en
éste estudio.

Durante afios el gen WT1 ha sido blanco de diversos estudios, gracias a su funcion
transcripcional regulatoria de genes esenciales para propiciar cancer, y a su
capacidad de actuar tanto como gen supresor tumoral y oncogén. Esta conclusion se
llevé a cabo gracias a estudios que determinaron que la expresion de WT1 se
encontraba en diverso tipos de tumores solidos, como el cancer de mama (Call et al.,
1990) (L. Yang et al., 2007) (Scharnhorst et al., 2001).

Los estudios realizados de WT1 en cancer de mama han evolucionado tras el paso
de los afos. Los primeros estudios realizados detectaron la expresion de ARNm en
WT1 en tejido normal y neoplasico de glandula mamaria, contrario a los resultados
en ese mismo estudio con la técnica de inmunohistoquimica, en los cuales
encontraron la proteina de WT1 en tejido mamario normal, pero no en tejido
neoplasico. Ademas encontraron diferentes isoformas de WT1 en distintos tumores
de forma aislada, por lo que concluyeron que WT1 puede actuar de manera diferente

en cada tipo de tumor (Silberstein et al., 1997).

Miyoshi en el 2002 encontro la expresion de ARNm de WTL1 en tejido neoplasico,
pero no en glandula mamaria sana(Miyoshi & al., 2002). Los resultados de este

trabajo difieren de éste ya que la expresion de WT1 por RT-PCR se encontré tanto
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en tumores benignos y malignos como en glandula mamaria sana, lo cual coincide
con Silberstein(Silberstein et al., 1997).Cabe mencionar que la expresion de WT1 en
tejido mamario sano puede coincidir con la literatura que afirma que la expresion de
WT1 en etapas adultas puede encontrarse en érganos como glandula mamaria (L.
Yang et al., 2007).

El uso de la inmunohistoquimica para la deteccion de WT1 en cancer de mama en el
humano ha probado ser una técnica sumamente confiable. En un estudio realizado
por Nakatsuka et. al, se evalud la presencia de WT1 por inmunohistoquimica con
anticuerpos mono Yy policlonales en distintos tumores solidos incluido el cancer de
mama, principalmente carcinomas. La inmunoreactividad en el caso de tumor
mamario fue positiva contrario a lo citado por Silberstein et. al. (Nakatsuka et al.,
2006). Los hallazgos de éste estudio coinciden con los citados ateriormente, debido
a la inmunoreactividad positiva en las biopsias de TMC maligno a nivel
citoplasmatico, es importante mencionar que anteriormente un resultado positivo
para WT1 en inmunohistoquimica debia ser a nivel nuclear, debido a la funcién
transcripcional de WT1. En el estudio anteriormente mencionado, se consideraron
positivas las muestras con inmunoreactividad citoplasmatica argumentando que la
fosforilacién en el dominio de union a DNA de WT1 altera la afinidad al ADN vy la
distribucién celular de WT1 y que la fosforilacién transcripcional en los dedos de Zinc
inhibe la habilidad de union al ADN, resulando asi en una retencion de WT1 en el
citoplasma. (Nakatsuka et al., 2006).

Nuestros resultados muestran una relacion entre la expresion de WT1 y TMC
maligno con la técnica de inmunohistoquimica, sin embargo con la técnica de RT-
PCR se detectd expresion en todas las muestras incluyendo tejido mamario sano.
Esto puede ser debido a que con la técnicad e PCR podemos determinar la
presencia de ARNm y en la técnica de inmunohistoquimica , podemos ver la
proteina, por lo que consideramos que existe algo que se encuentre interrumpiendo
el proceso de traduccion en tumor mamario benigno y tejido mamario normal . Se
cree que WT1 se distribuye de nucleo a citoplasma y viceversa y que puede estar

relacionado con procesos de traduccién(Niksic, Sligth, & Sanford, 2004). Es
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importante mencionar que estos estudios previamente mencionados han sido
realizados en humanos, ya que no existen estudios previos de WT1 en TMC Por lo
gue se necesitan hacer mas investigaciones para evaluar el comportamiento de WT1

y analizar si tiene similitudes con cancer de mama en el humano.

Reportes previos han catalogado al canino como un modelo ideal para distintos tipos
de cancer, principalmente el cancer de mama, debido a la diversidad de razas, el
comportamiento en la progresién de tumor y los factores de riesgo asociados a
cancer de mama(Pinho, Carvalho, Cabral, Reis, & Gartner, 2012; Schiffman & Breen,
2015).

En la actualidad se desea introducir el concepto de una sola salud en la comunidad
cientifica por lo que las contribuciones en oncologia veterinaria, como éste estudio

podrian ser de gran ayuda en las investigaciones de cancer en humanos.
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8. CONCLUSIONES

Con los resultados obtenidos en el presente proyecto podemos concluir que:

- En las muestras analizadas de TMC, el subtipo histopatolégico mas frecuente
fue el benigno.

- La esterilizacién mostro tener un efecto protector contra el desarrollo de TMC
maligno.

- Se detecto la expresion de WT1 por RT-PCR en todas las muestras de TMC
tanto benigno como maligno, asi como en glandula mamaria sana.

- Por la técnica de inmunohistoquimica se detecté expresion de la proteina de
WT1 en biopsias de TMC malignos y rifion como control, con una correlacion
estadisticamente significativa.

- Los resultados obtenidos en la inmunohistoquimica sugieren que WT1 podria
ser considerado un biomarcador para este tipo de neoplasia y asociarse a
malignidad, sin embargo, se requiere de ampliar el nUmero de muestras a

analizar.
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