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RESUMEN

Las neoplasias mamarias son las mds frecuentes en las perras y alrededor de 50%
resultan ser malignas. En humanos, se conocen genes como BRCA1, BRCA2, CHEK2,
ErbB2, FGFR2, LSP1, MAP3K1, RCASI1, TOX3 y TP53 por estar involucrados en el
cancer de mama, y también se han encontrado sobre expresados genes como Grb2, Bcl-2,
Ets-1 y WT1, mismos que se relacionan con mal prondstico y quimioresistencia, pero poco
de esto se sabe en tumores mamarios caninos.

El objetivo de este estudio fue analizar la expresion de genes relacionados con
apoptosis (Bcl-2, Bax, Bcl-xL), angiogénesis (VEGF y Ets-1) y proliferacion celular
(CDC14A y RPS6KB1) en tumores benignos, tumores malignos y tejido de glandula
mamaria.

Se recolectaron 17 muestras de gldndula mamaria canina y se analizaron por
histopatologia con la técnica hematoxilina y eosina (H&E) para ser clasificadas, nueve
muestras resultaron ser tumores benignos, seis tumores malignos y dos de tejido sano.
Ademds, se analizaron las mismas muestras mediante la técnica de RT-PCR para el
andlisis de la expresion de los genes mencionados, los resultados de los productos
amplificados fueron analizaron por electroforesis en gel de agarosa, fotodocumentados, y
analizados por densitometria mediante el software mylmage Analysis de
ThermoScientific version 2.0.

En los resultados de la expresion relativa de los genes relacionados con apoptosis
como el gen Bcl-2 se observo sobre expresion en dos muestras de tumores malignos, en
el carcinoma simple y el carcinoma escamoso donde los valores de expresion fueron de
116% y 208% respectivamente. La expresion de Bax fue mayor en un carcinoma sélido y
el carcinoma simple donde se obtuvieron los valores de expresion mads altos de 55% y
75% respectivamente, para la expresion del gen Bel-xL los valores de expresion mas altos
de 11% y 14% correspondieron al carcinoma escamoso y el carcinoma simple
respectivamente.

En el caso de los resultados de la expresion relativa de los genes relacionados con
angiogénesis, los valores mads altos para el gen VEGF fueron de 14%, 17% y 20% en el

carcinoma escamoso, un tumor mixto benigno y el carcinoma complejo mioepitelial

Wl



respectivamente; y para el gen Ets-1 fueron de 15%, 16% y 20% en el carcinoma simple,
el carcinoma complejo mioepitelial y el carcinoma escamoso respectivamente.

En los resultados de la expresion relativa de los genes relacionados con
proliferacién celular como el gen CDC14A se observd mayor expresion en el carcinoma
simple con 80% y sobre expresion en el carcinoma escamoso donde el valor de expresion
fue de 104%. En el caso del gen RPS6KB1 se observé menor expresion en el osteosarcoma
con 52%, y cuatro muestras mostraron valores de sobre expresion de 123% y 147% en dos
tumores mixto benigno, y de 135% y 153% en un carcinoma sdélido y el carcinoma
escamoso respectivamente.

En promedio, los resultados mostraron que los genes en los que se observé mayor
expresion fueron Bcl-2, CDC14A y RPS6KBI1 en las tres poblaciones (tumores benignos,
tumores malignos y gldndula mamaria sana de canino) pero solo el carcinoma escamoso
mostro sobreexpresion en estos tres genes.

Los resultados sugieren que Bcl-2 podria ser considerado como un biomarcador
para este tipo de neoplasias, asociarse a malignidad y pobre prondstico, sin embargo, son

necesarios mas estudios con un nimero de muestras mas amplio.
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1. INTRODUCCION

El céncer es una patologia que se caracteriza por cambios esenciales en la fisiologia
de la célula, dentro de los cuales se encuentran los mecanismos para evadir la apoptosis,
auto-insuficiencia en sefales de crecimiento, insensibilidad a las sefiales anti-crecimiento,
angiogénesis sostenida, un potencial de replicacién ilimitado e invasidn y metdstasis del

tejido.

Existen diferentes tipos de cdncer que afectan a los caninos. El tumor mamario canino
es una de las neoplasias mas frecuentes en la perra, representando el 47% de todos los
tumores, cerca del 50 % son diagnosticados como malignos con alta frecuencia de

metastasis.

Existen diferentes factores de riesgo asociados al desarrollo de esta neoplasia como
lo son predisposicion genética, la alimentacion, la exposicion a agentes quimicos, la raza,
edad, el sexo, e incluso la esterilizacion. Los métodos de diagndstico estdn enfocados en
la histopatologia del tejido; y los tratamientos mds utilizados son la remocién del tejido

afectado por cirugia, radioterapia y quimioterapia.

Gracias a los nuevos avances tecnoldgicos se ha priorizado el andlisis de la expresion
de proteinas que podrian estar involucradas en el desarrollo de tumor mamario canino. El
objetivo de este trabajo fue analizar la expresiéon de genes relacionados con apoptosis,
angiogénesis y proliferaciéon celular en tumor mamario canino y su asociacion con la

malignidad.



2. HIPOTESIS

La sobreexpresion de genes relacionados con apoptosis, angiogénesis y
proliferacién celular en tumor de gldndula mamaria en caninos esta correlacionado

con el tipo histopatolégico del mismo.

2. OBJETIVOS

2.1 Objetivo general

Analizar la expresion de los genes relacionados con apoptosis (Bcl-2, Bax y Bcel-

xL), angiogénesis (VEGF y Ets-1) y la proliferacion celular (CDC14A y RPS6KBI1)

en muestras de tumor mamario canino y en muestras de tejido sano por RT- PCR.

2.2 Objetivos especificos

3.2.1 Analizar la expresion de genes relacionados con apoptosis: Bcl-2, Bax y Bcl-

xL en tejido sano de gldndula mamaria y tumor mamario canino.

3.2.2Analizar la expresion de los genes relacionados con angiogénesis: VEGF y Ets-

1 en tejido sano de glandula mamaria y tumor mamario canino.

3.2.3 Analizar la expresion de genes relacionados con proliferacion celular:

RPS6KB1 y CDC14A en tejido sano de glandula mamaria y tumor mamario canino.

3.2.4 Correlacionar la expresion de los genes de estudio en tejido sano de glandula

mamaria y la malignidad de los tumores mamarios caninos.



3. ANTECEDENTES

El céancer, neoplasia o tumor puede considerarse una enfermedad genética que se
desarrolla en organismos superiores, en la mayoria de los tejidos y en todo tipo de células
somaticas; cada tipo de cancer es una situacion distinta con peculiaridades dependientes
del tipo de célula donde se originan, su etiologia, el grado de malignidad y otros factores

(Luque y Hernandez, 2006).

Todos los tipos de céancer comparten seis cambios esenciales en la fisiologia de la
célula, como lo son los mecanismos de evasion de la apoptosis, auto-insuficiencia en
senales de crecimiento, insensibilidad a las sefiales anti-crecimiento, angiogénesis,
potencial de replicacion ilimitado e invasion y metdstasis del tejido (Hanahan y Weinberg,

2000).

El desarrollo de tumores en los animales como el perro, comparte muchas
caracteristicas clinicas, bioldgicas, y epidemiolédgicas con el cdncer humano incluyendo
la morfologia histolégica, la genética del tumor, dianas moleculares, comportamiento

bioldgico, y la respuesta a terapia convencional (Vail y MacEwen, 2000).

Las neoplasias mamarias caninas ocupan el segundo lugar en tumores de la piel, y
con una prevalencia del 0,2% los tumores mamarios caninos (TMC) son las neoplasias
mas comunes en las perras (Dorn et al., 1968; Moulton et al., 1986). Histolégicamente
hablando, aproximadamente el 50% de los TMC se diagnostican como malignos y son
causa comuin de muerte por metdstasis en estos pacientes (Serenmo, 2003; Klopfleisch et

al., 2011).



4.1 Genes relacionados con apoptosis
4.1.1 Gen Bcl-2

La apoptosis se produce normalmente durante el desarrollo y el envejecimiento y
como un mecanismo homeostético para mantener poblaciones de células en los tejidos
(Elmore, 2007); también se produce como un mecanismo de defensa, como en las
reacciones inmunitarias o cuando las células son dafiadas por agentes patdgenos o nocivos
(Norbury y Hickson, 2001). Y aunque hay una amplia variedad de estimulos y
condiciones, en algunos casos es el tipo de estimulos y/o el grado de estimulos los que
determina si las células mueren por apoptosis, sin embargo, no todas las células morirdn
forzosamente en respuesta al mismo estimulo. Finalmente, la apoptosis es un proceso
coordinado y a menudo dependiente de la energia, que implica la activacion de un grupo
de cistei n proteasas llamadas caspasas y una compleja cascada de eventos que enlazan

los estimulos dando lugar a la muerte de la célula (Elmore, 2007).

Los estimulos apoptéticos se pueden propagar a través de dos cascadas, una de ellas
es la via extrinseca, en la que la transduccién de seiales se origina en el microambiente
extracelular, iniciada por la interaccion del ligando a los receptores de muerte (ejemplo,
FAS/CD95, factor de necrosis tumoral receptor 1 [TNFR1]) (Galluzzi et al., 2012), el
acoplamiento de los receptores de muerte con sus ligandos provoca el reclutamiento de
proteinas adaptadoras, tales como la proteina de dominio de muerte asociado a Fas
(FADD), que a su vez recluta y varias moléculas agregadas de la caspasa-8, promoviendo
asi su auto-procesamiento y activacion; entonces la caspasa-8 activa procesos
proteoliticamente y activa la caspasa 3 y 7, provocando mas eventos de activacion de las
caspasas que culminan en la protedlisis del sustrato y la muerte celular. La via intrinseca
(o mitocondrial) se activa en respuesta a las perturbaciones de homeostasis intracelular,
incluidos los dafios en el ADN, el estrés oxidativo y la sobrecarga de Ca’* en el citosol.
En la via intrinseca, diversos estimulos pueden activar uno o mds miembros de la familia
de proteinas BH3-only, estas proteinas actian como sensores de via especifica para
diversos estimulos y estdn regulados de manera distinta. Cuando la activacion de las

proteinas BH3-only esta por encima de su umbral critico, supera el efecto inhibidor del



miembro de la familia anti-apoptética de células B de linfoma 2 (Bcl-2), se promueve el
ensamblaje de oligdmeros Bak-Bax en las membranas mitocondriales externas,
permitiendo el flujo de salida de citocromo c, en el citosol, lo que desencadena el montaje
del apoptosoma activando la caspasa-9 y propagdndose entonces una cascada proteolitica
de mds eventos de activacion de las caspasas, ver Figura 1 (Taylor et al., 2007). En algunas
situaciones, las sefiales de muerte por la via extrinseca pueden perturbar la via intrinseca
a través de la protedlisis de la proteina BH3-only (BID, que es interaccion BH3-agonista
de dominio muerte) mediada por la caspasa-8. BID truncada (tBID) puede promover la
liberacién del citocromo ¢ mitocondrial y el montaje del apoptosoma (que comprende ~ 7
moléculas del factor-1 activador de proteasas apoptoticas (APAF1) y el mismo nimero de

homodimeros de la caspasa-9) (Taylor et al., 2007).
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Figura 1. Vias de activacion de las caspasas.



Por otra parte, los miembros de la familia de BCL-2 (BCL-XL, MCL 1, BCL2AI,
BCL-W y BCL-B) tienen cuatro dominios de homologia (BH) y todos bloquean la
apoptosis mediante la prevencion de la oligomerizacion de las proteinas pro-apoptoticas

BH3-only BAX y/o0 BAK en la membrana externa mitocondrial (Holinger et al., 1999).

En la actualidad a Bcl-2 también se le es reconocido como un oncogén. Y el producto
del gen de Bcl-2 se vuelve oncogénico cuando se expresa en niveles mayores de lo normal
como en ciertos tipos de cancer linfoides de humanos (llamados linfomas foliculares de
linfocitos B), se ha sugerido que la sobre expresion del gen Bcl-2 conduce a la supresion
de la apoptosis en los tejidos linfoides, lo que permite que las células anormales proliferen
para formar neoplasias linfoides (Luna et al., 2008), por lo tanto la sobre expresion de esta
proteina juega un papel importante en el desarrollo de las células cancerigenas. Se ha
realizado un gran esfuerzo por determinar si la expresion de Bcl-2 estd relacionada con

otros agentes causales de enfermedades.

Yang y colaboradores (2006) analizaron por inmunohistoquimica el receptor de
estrégeno (ER-a), Bcl-2 y el antigeno Ki67 en 39 muestras de tumor de glandula mamaria
de canino (TGMC), concluyendo que el receptor de estrogeno puede ser el regulador de
Bcl-2, como ocurre en el cdncer de mama humano; en contraste con la proliferacion celular
y la apoptosis, la expresion de ER-a y Bcl-2 fueron mayores en los TGMC benignos que
en sus contrapartes malignas. Atn se desconoce por completo el papel que juega Bcl-2 y

Bax en los diferentes tipos de tumor mamario canino.

Existe interés en el estudio de otras moléculas implicadas en los procesos de la
apoptosis, como es el caso de Bcl-xL. En los seres humanos Bcl-xL esta codificada por
BCL2L1, un gen relacionado a Bcl-2 localizado en el cromosoma 20q1121, este codifica
para dos productos de proteinas distintas por corte y empalme alternativo en el ARNm del
mismo gen, uno de estos productos es el factor citoprotector de 233 residuos (Bcl-xL) y
un polipéptido mas pequefio de 170 residuos BCL-xS que ejerce las funciones de
antagonista de Bcl-xL (Boise et al., 1993). De manera similar a BCL-2, Bcl-xL contiene

cuatro dominios (BHI1-BH4) homoélogos distintos BCL-2, asi como una region



transmembrana, a través de la cual se localiza al menos en parte, varios compartimentos
membranosos, incluido la membrana externa mitocondrial (OM, por sus siglas en ingles),
el reticulo endopldsmico y la envoltura nuclear; y en el caso de BCL-xS, este carece de
los dominios BH1 y BH2 (Wei et al., 1994; Ng et al., 1997; Schmitt et al., 2007).
Recientemente se ha demostrado que un producto de escision generado de la caspasa Bcl-
xL (que carece de un fragmento N-terminal) puede mediar la muerte celular neuronal en
modelos de roedores de con lesién cerebral isquémica (Ofengeim et al., 2012), lo que
sugiere que los inhibidores quimicos de BCL-2 también pueden ser empleados en algunas

circunstancias como agentes citoprotectores (Michels et al., 2013).

4.1.2 Gen Bax

Por otra parte, Bax una proteina pro-apoptética también miembro de la familia de las
Bcl-2, contiene los dominios BH1, BH2 y BH3 y membrana hidrofébica anclada pero
que carece del dominio BH4. Otros miembros de la familia Bax, incluyendo Bak, Bok,
Bik, Bad, Bid, etc., todos contienen dominios BH3, aunque la mayoria carecen de los
dominios BH1 y BH2 y el dominio de membrana hidrofébica. En contraste con los
miembros de la familia Bcl-2, la insercion de miembros de la familia Bax en la membrana
mitocondrial induce la liberacion de citocromo C y la induccion de la muerte celular
apoptotica. La regulacion de la familia pro-apoptética Bax parece ser bastante compleja,
ya que los mecanismos de activacion apoptotica de esta variada familia de proteinas puede
presentarse en respuesta a conjuntos especificos de multiples sefiales débiles en lugar de
estimulos individuales de mayor magnitud. Los miembros de la familia de las proteinas
Bax se activan de diversas maneras como por la escision por caspasas, la inhibicién de
proteinas quinasas y/o activacion de fosfatasas, y un aumento en el pH intracelular

(Pawlowski y Kraft, 2000).

Bax induce la liberacion de citocromo ¢ mediante la inhibicién de la funcién de Bcl-
2 a través de la unién de los dominios BH1,BH2 y BH3. Se ha demostrado que los
extremos C terminal de las familias de proteinas Bcl-2 y Bax contienen un dominio que

es necesario para la inserciéon mitocondrial y la delecion de estos bloquea la apoptosis



inducida por Bax (Nechustan et al., 1999). Este dominio (aminoédcidos 171-192) contiene
varios residuos hidré6fobos intercalados con treoninas y serinas. En otros estudios se ha
demostrado que la mutacién de la serina en el residuo acido 184 (S184E, S184K, 0 S184D)
bloquea la capacidad de Bax para insertarse en la membrana mitocondrial, mientras que
la mutacion de este residuo en un aminoacido hidrofébico (S184A o S184V) favorece la

localizacion de Bax a la membrana mitocondrial (Goping et al., 1998).

4.1.3 Gen Bcl-xL

En otro estudio donde se utilizaron lineas celulares con sobreexpresién de Bcl-2 y
Bcl-xL, se utilizé la proteina Bax marcada con el fin de identificar su localizacion
intracelular, la introducciéon de esta proteina marcada no demostré cambio en la
sobreexpresion de Bcl-2 y Bel-xL, pero si se demostré que Bax se encuentra soluble en
el citosol, ademds se demostré que tras la induccion de la apoptosis, Bax se traslad6 a las
membranas externas de las mitocondrias por la eliminacién de un dominio hidrofébico
COOH-terminan, inhibiendo asi su redistribucion durante la apoptosis (Wolter ez al.,

1997).

4.2 Genes relacionados con angiogénesis

4.2.1 Gen VEGF

Durante los procesos neoplasicos la formacién y el mantenimiento de nuevos vasos
sanguineos es esencial para el crecimiento de un tumor o la metastasis (Folkman, 1995;
Ellis y Hicklin, 2008). Durante las primeras etapas de crecimiento de los tumores sélidos,
las necesidades de nutrientes y oxigeno se ven cubiertas por los tejidos sanos contiguos,
sin embargo, a consecuencia del crecimiento acelerado en los tumores, el volumen de
irrigacion sanguinea normal no se da abasto para cubrir estas necesidades anormales, de
ahi que la angiogénesis es un proceso esencial para la sobrevivencia del tumor

(Hollingsworth et al., 1995).



El proceso de la angiogénesis se inicia con la proliferacion y la migracion de células
endoteliales vasculares, un proceso eminente regulado por el factor de crecimiento
endotelial vascular (VEGF, por sus siglas en inglés) (Carmeliet, 2000; Ferrara et al.,
2003). Posteriormente, se produce una migracion de pericitos y células musculares lisas,
las cuales se adhieren a las células endoteliales para proporcionar soporte y estabilidad a
la pared vascular. Estos procesos son controlados por factores de crecimiento, entre ellos
el factor de crecimiento de fibroblastos (FGF, por sus siglas en inglés) y el factor de
crecimiento derivado de plaquetas (PDGF, por sus siglas en inglés) (Erber et al., 2004;
Presta et al., 2005).

El factor de crecimiento endotelial vascular (VEGF) es un mitégeno especifico de las
células endoteliales vasculares (CE). En humanos, la familia VEGF se compone de siete
miembros - VEGF-A, VEGF-B, VEGF-C, VEGF-D, VEGF-E, F-VEGF vy el factor de
crecimiento placentario (PIGF), los cuales comparten una estructura comin de ocho
residuos de cisteina espaciados caracteristicamente en un dominio de homologia de
VEGEF. Estos miembros tienen diferentes propiedades fisicas y bioldgicas, actian a través
de receptores de tirosina quinasa especificos - VEGFR-1, VEGFR-2 y VEGFR-3. Las
proteinas VEGF son cruciales en el desarrollo embrionario y en otras condiciones
fisiolégicas y patoldgicas, incluyendo la cicatrizacion de heridas, artritis reumatoide,
neovascularizaciéon ocular, la progresion tumoral, endometriosis y enfermedades

cardiovasculares (Roy et al., 2006).

VEGF es uno de los factores estimuladores de la angiogénesis mas importantes y
estudiados en tumor mamario canino (TMC). En TMC, el patrén de expresion
citoplasmica del VEGF difiere entre las células mamarias neopldsicas benignas y
malignas, y tanto VEGF como su receptor han sido analizados por inmunohistoquimica

(Millanta et al., 2010).



4.2.2 Gen Ets-1

El nombre de Ets se deriva del virus de la eritroblastosis aviar, secuencia E26, y el
nombre fue cambiado posteriormente a secuencias de transformacién especifica Ets o E26
(Watson et al., 1985; Bhagwat y Vakoc, 2015). La familia de factores de transcripcion Ets
consta de 27 miembros en los seres humanos con expresion en una variedad de tejidos,
esta familia se divide en subfamilias (Ets-1 y Ets-2, ERG, GABP, PEA3, alces, ELF y PU)
(Davidson et al., 2001), todos los miembros de esta familia tienen un dominio de unién a
ADN tnico de ~85 aminoécidos de longitud, este contiene un motivo invariable C/A GGA
A/T que se encuentra localizado dentro de las regiones promotor o potenciador de
multiples genes; ademas, esta familia constituye una clase de fosfoproteinas que actiian
en trans que han demostrado tener papeles importantes en proliferacion celular, la
diferenciacion y la transformacién oncogénica (Eckel et al., 2003; Sharrocks, 2001;

Wasylyk et al., 1993).

En los humanos, el gen de Ets-1 codifica dos transcritos de ARNm, uno de larga
duraciéon de transcripcién (6,8 kb), y uno de corte y empalme alternativo de la
transcripcion (2,7 kb) (Collyn d'Hooghe et al., 1993). Se ha demostrado en células T
humanas que el producto del gen de Ets-1 puede consistir de al menos seis proteinas,
cuatro especies principales con pesos moleculares aparentes de 51 kDa (p51), 48 kDa
(p48), 42 kDa (p42) y 39 kDa (p39); y dos proteinas menores de 52 kDa (pp52) y 49 kDa
(PP49), las cuales han demostrado ser las formas fosforiladas de p51 y p48,

respectivamente (Koizumi et al, 1990).

4.3 Genes relacionados con la proliferacién celular

4.3.1 Gen CDCI14A

En todas las células eucariotas, la entrada en la mitosis esta regulada por la activacion
de quinasas dependientes de ciclina (CDK); por el contrario, la salida de mitosis depende

de la inhibicion de la actividad CDK y una inversion de eventos de fosforilacion de CDK
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(Morgan, 1999). CDC14A (ciclo division celular 14A) es una fosfatasa de doble
especificidad, se requiere para la separacion del centrosoma y la citocinesis durante la
division celular. En el caso de la levadura Saccharomyces cerevisiae, 1a funcién primaria
de Cdc14 es para inactivar la actividad de la CDK al final de la mitosis, permitiendo de

ese modo a las células reentrada en fase G1 (Chen ef al., 2009).

En humanos, se han identificado dos homdlogos funcionales de levadura Cdcl14,
Cdcl4A y Cdcl4B (Li et al., 1997; Vazquez et al., 2005). Hasta hace poco, la mayoria de
los estudios se centraron en la funcién de Cdcl14A en el ciclo de la duplicaciéon del
centrosoma, sin embargo en un estudio se observé que ya sea arriba o debajo del gen, la
regulacion de la expresion de Cdcl14A puede causar una division celular cromosdmica
aberrante de las células hijas (Mailand et al., 2002). Ademds, Cdcl14A tiene un papel
importante en la desfosforilacion del sitio 315/serina de la proteina pS53, y se evidencid
que existe poca expresion de Cdcl14A en lineas celulares de cancer que tienen p53 tipo
salvaje (Paulsen et al., 2006). Se ha demostrado que Cdc14B tiene un papel importante en
la estabilidad en la dindmica de los microtibulos del huso, a través de la agrupacién y
estabilizacion de la proteina (Cho ef al., 2005). Sin embargo, la red de regulacion de

Cdcl14A / B no se ha aclarado totalmente.

4.3.2Gen RPS6KB1

La proteina ribosomal S6 de 70kDa (p70S6K) es una serina/treonina quinasa
codificada por RPS6KB1 (situado en locus 17q23), esta proteina esta regulada por via
PI3K / AKT / mTOR y desempefia un papel crucial en el control del ciclo celular, el
crecimiento y la supervivencia (Heinonen et al., 2008; Couch et al., 1999; Birlund et al.,

2000).

Por otra parte, en estudios recientes por hibridacion fluorescente in situ (FISH, por
sus siglas en inglés) se ha demostrado que existe un incremento sobre la distribucién y
frecuencia en el nimero de copias del locus 17q23 en 166 diferentes tipos de tumores,

observandose un incremento en la amplificacion exclusivamente en el cancer de mama
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(Andersen et al., 2002); y en otros estudios por hibridacién genémica comparativa (CGH,
por sus siglas en ingles), este locus ha demostrado ser amplificado en hasta un 20% de las

lineas celulares de cancer de mama primario (Bérlund et al., 2000).

4.4 Técnicas de diagnéstico para TMC

En pacientes caninos la técnica de diagnostico mds utilizada es la histopatologia
convencional. En el caso de humanos, la inmunohistoquimica (IHQ) en paralelo con la
histopatologia ha desempefiado un papel cada vez mas importante como una herramienta
diagndstica para la identificacion de neoplasias y patdgenos (Eyzaguirre y Haque, 2008).
En la patologia mamaria humana, la IHQ se utiliza rutinariamente para ayudar en el
prondstico y determinar el tratamiento especifico para el paciente (Payne et al., 2008), sin

embargo, el costo de la técnica limita su aplicacién en el drea veterinaria.

4.5 Tratamiento para TMC

Los tratamientos contra el tumor mamario en la perra incluyen la cirugia, la
quimioterapia, los tratamientos hormonales, la radioterapia, entre otros. A pesar de que
estos tratamientos son efectivos, ocasionan efectos adversos; tales como la toxicidad e
inmunosupresion en el caso de las quimioterapias, y una posible metdstasis debido a la

inadecuada recesion de los tumores al momento de la cirugia (Hermo et al., 2005).

Los tratamientos convencionales para cdncer como la radioterapia, quimioterapia y la
terapia hormonal resultan en efectos adversos en células normales como la induccién de

apoptosis a través de la via de p53 (Elmore, 2007).

Actualmente se ha incursionado en el desarrollo de nuevas estrategias de terapia
génica para suprimir la expresion de genes involucrados en el desarrollo de las neoplasias,

resultado ser efectivas de forma experimental. Es importante determinar la biologia
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molecular del cdncer en tumor mamario canino ya que nuestro grupo de trabajo ha
realizado experimentos in vitro e in vivo silenciando la expresion del gen WT1 logrando
reducir la proliferacién celular, inducir apoptosis, aumentar la sobre vida y quimio

sensibilizacién (Zapata et al., 2012; Zamora et al., 2009).
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5 MATERIALES Y METODOS

5.1 Obtencion del material biolégico

Se obtuvieron 15 muestras de tumor mamario canino de clinicas veterinarias
localizadas en el drea metropolitana de Monterrey, Nuevo Ledn, México y 2 muestras de
tejido sano de glandula mamaria del centro antirrdbico de Monterrey, bajo las condiciones
establecidas por la Norma Oficial Mexicana NOM-003-Z00-1995.

Las muestras fueron divididas en 2, una parte fue conservada en formol al 10% para
el andlisis histopatoldgico, y otra parte fue almacenada a -70 °C para la extraccion de

ARN.

5.2 Diagnéstico 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 realiz6 el proceso de
deshidratacién con alcoholes a concentraciones de 70%, 90%, 96% y 100% durante 10
minutos en cada uno. Las muestras se aclararon con xilol durante 10 minutos y se
colocaron en un bloque con parafina liquida en estufa a 60° durante 2 horas. Se realizaron
los cortes seriados de Smm a 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 lavo con
agua destilada y se tifio con toda la técnica convencional de Hematoxilina y Eosina. La
deshidratacion se realizé con etanol a concentraciones de 80%, 96%, 100% y xilol durante

10 minutos cada uno.

5.3 Extraccion de ARN

Se colocaron 50 mg de muestra en un tubo estéril libre de RN Asas y DNAsas con 1ml
TRIzol Reagent (Invitrogen Life Technologies™, California, USA). Las muestras se

incubaron 5 minutos a temperatura ambiente y se adiciond a cada tubo 200uL de
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cloroformo, el cual se mezcl6 por inversion (3-6 veces). Posteriormente las muestras se
centrifugaron a una velocidad de 12,000 r.p.m. a 4°C durante 10 minutos y se tomo la fase
superior (sin color) de las 3 fases, la cual se transfiri6 a un tubo estéril libre de RNAasas
y DNAasas. A continuacién se precipité el ARN, agregando a cada tubo 500uL de
isopropanol y se mezclo por inversion (3 y 6 veces). Los tubos se incubaron 15 minutos a
temperatura ambiente, se centrifugaron a 12,000 r.p.m. a 4°C durante 10 minutos y se
eliminé el sobrenadante. La pastilla en el fondo del tubo se lavé con 1ml de etanol al 75%
y se centrifugd a 12,000 r.p.m. por 5 minutos a 4°C. Finalmente se elimino el alcohol y el
paquete de ARN se re suspendi6 en un volumen de 20 uL. de agua DEPC y se almacené a
-70°C. Se determind la concentracion y la integridad de ARN midiendo la absorbancia a
260 nm en un espectrofotometro EPOCH (Biotek Instruments, Inc., Winoosky, VT) y por

electroforesis 90 Volts durante 15 minutos en un gel de agarosa al 0.8%.

5.4 Sintesis de ADN complementario (ADNCc)

Se preparo para cada muestra un tubo estéril libre de nucleasas de 1.5 ml que contenia:
Sug de ARN, 1ul de dNTP’s (10mM), 1ul de Oligo dT (0-05ug/ul) (Invitrogen Life
Technologies™, California, USA), y se aforé hasta un volumen de 12 ul con agua grado
molecular libre de nucleasas. Los tubos se incubaron en un termoblock sin agitacion a
65°C por 5 minutos. Después se adiciond a cada uno 4 ul de buffer de la enzima RT 5X,
2ul de DTT (100Mm) y 1ul de inhibidor de RNAsas (Invitrogen Life Technologies™,
California, USA) y se incubaron a 42°C por 2-3 minutos sin agitacion. Posteriormente se
agregd a cada tubo 1ul de la enzima Transcriptasas Reversa (RT) (200U) (Invitrogen Life
Technologies™, California, USA) y se incubaron a 42°C por 50 minutos sin agitacion.
Para finalizar la reaccion, se aument6 la temperatura a 70°C por 15 minutos y el ADNc
obtenido se almacené a -20°C. Se realiz6 en un termociclador Maxygen II de la marca

Axygen (Corning Life Sciences, Union City, CA, USA).
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5.5 PCR para el analisis de la expresion de los genes estudiados

Se usé 1ul del ADNc obtenido de cada muestra y se amplificé utilizando una solucién

que contenia 2.5U (0.5ul) de Tag DNA polimerasa, Sul de buffer de reacciéon 5x MyTaq
(BIOLINE™) con 2.5mM de dNTP’s y 7.5Mm de MgCI2, 100ng/ul de cada uno de los
primers (ver Tabla 1.), 1a solucién se afor6 con agua DEPC hasta un volumen de 25 pl. Se
utiliz6 un termociclador Maxygen II de la marca Axygen (Corning Life Sciences, Union

City, CA, USA) bajo condiciones especificas de amplificacion para cada gen, ver Tabla

2.

Tabla 1. Primers para PCR de los genes estudiados

Gen Primers (Forward y Reverse 5°-3”) Amplicon (pb)

B-Actina F- CGTGCGTGACATCAAGGAAGAAG 178 (Lu et al. 2010)
R- CAGGAAAGAAGGTTGGAAGAGTGC

Bcl-2 F- TGGATGACTGAGTACCTGAA 206 (Nagamatsu et al. 2008)
R- GGCCTACTGACTTCACTTAT

Bcl-xL F- GGCCTACTGACTTCACTTAT 185 (Nagamatsu et al. 2008)
R- CTCTCGGCTGCTGCATTGTT

Bax F- GGTTGTTGCCCTCCTCTACT 219 (Nagamatsu et al. 2008)
R- GTAAGCACTCCAGCCACAAA

VEGF F- AGGAGGGCAGAATCATCACG 341 (Zhang et al. 2014)
R- CAAGGCCCACAGGGATTTTCT

Ets-1 F- GGGTGACGACTTCTTGTTTG 274 (Ito et al., 1998)
R- GTTAATGGAGTCAACCCAGC

RPS6KB1 F- GCACAGCAAATCCTCAGACACCT 115(Krél et al. 2010)
R- GTTCGGCTGTCGTATTGGAAGTG

CDC14A F- CTCGACTGTTTGCAGGGAATCAGA 126 (Krél et al. 2010)

R- CTGGAACAATCCAGTTGAAGTCA
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Tabla 2. Condiciones de amplificacion para cada gen

Gen Inicio Elongacién (35x) Finalizacion
B-Actina 94°C x 1 min; 59.6°C x 30 seg; 72°C x 40 seg.
Bcl-2 94°C x 1 min; 56.0°C x 1 min; 72°C x 40 seg.
Bcl-xLL 94°C x 1 min; 64.0°C x 1 min; 72°C x 40 seg.
Bax 94°C x 1 min; 60.0°C x 1 min; 72°C x 40 seg.
94°C x 3 min. . . 72°C x 5 min.
VEGF 94°C x 1 min; 60.0°C x 1 min; 72°C x 40 seg.
Ets-1 94°C x 1 min; 57.0°C x 1 min; 72°C x 40 seg.
RPS6KB1 94°C x 1 min; 60.0°C x 1 min; 72°C x 40 seg.
CDC14A 94°C x 1 min; 60.0°C x 1 min; 72°C x 40 seg.

5.6 Densitometria

Los productos de amplificacion se mezclaron con 1uL de GetRead (GenScript,), y los
genes se analizaron por electroforesis en gel de agarosa al 1% durante 120 minutos a 90
volts. Los geles fueron fotodocumentados utilizando un equipo PhotoDoc-it™ (Ultra
Violet Products, Ltd., Upland, CA), el cual cuenta con una cimara Canon con un sensor
de 14.1 megapixeles. Las fotografias obtenidas fueron utilizadas para el andlisis de
expresion de densitometria mediante un software mylmage Analysis de ThermoScientific
version 2.0 (Waltham, MA, USA), el cual asigna valores cuantitativos a las bandas de

acuerdo a la intensidad promedio por pixel de cada una.

5.7 Correlacion entre la expresion de los genes estudiados y el tipo

histopatologico

Con los datos de la densitometria y el software statistix 10.0 se analizaron las

muestras por poblaciones con una media del 95%.
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6 RESULTADOS

6.1 Clasificacion histologica

Se realizd el andlisis histopatolégico de un total de 17 muestras, 15 de tumor
mamario canino y 2 de gldndula mamaria sana. De las muestras de tumor mamario
canino 9 se clasificaron como tumores benignos lo que representa el 52.9% del
muestreo total y 6 como tumores malignos lo que representa el 35.2% del muestreo

total, ver Tabla 3 y Figuras 2 ala 4.

Tabla 3. Clasificacion histologica del total de las muestras

Clasificacion histopatologica de las muestras analizadas

Tumores benignos Tumores malignos 40 % Tejido sano
60% (9/15) (6/15)
Mixto benigno (5) Carcinoma simple Glandula mamaria
sana (2)
Adenoma Carcinoma complejo
mioepitelial
Adenoma simple Carcinoma escamoso
Adenoma Mixto Carcinoma sélido (2)
Adenoma complejo Osteosarcoma

()= Numero de tumores con la misma clasificacion
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Figura 2. 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 diferenciaciéon condroide. H&E, 400x.

Figura 3. Canino, hembra, glindula mamaria, adenoma simple. El patrén
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 4. Canino, hembra, glaindula mamaria, carcinoma simple. Los acinos
se encuentran hipercelulares compuesto por células pleomérficas, sin orden, ni
polaridad. Muchas de estas estdn desprendidas de la membrana basal y se mantienen
en conglomerado. Hay mitosis aisladas y figuras con cromatina aberrante. H&E,

barra: Spm.

6.2 Extraccion de ARN

Se realiz6 la extraccion del ARN de 15 muestras de tumor de glandula mamaria

y de 2 tejidos sanos, ver Figura.2.

Figura 5. Analisis de la integridad del ARN. Electroforesis en gel de agarosa
al 1.5%. Carriles del 1 al 9 tumores mamarios benignos, del 10 al 15 tumores

mamarios malignos, y del 16 al 17 glandula mamaria sana.
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6.3Analisis de la expresion de genes relacionados con apoptosis

Se analiz6 la integridad del ADN complementario mediante la amplificacion del gen
constitutivo beta actina, logrando amplificar la banda esperada de 178 pb en las 17
muestras analizadas.

En el caso de BCL-2 se amplificé la banda en todas las muestras (tumores benignos,
malignos y muestras de tejido sano) observdndose menor intensidad en la muestra de
carcinoma s6lido y en las 2 muestras sanas.

Al analizar la expresién del gen BAX, se observé amplificacién en el 55% de los
tumores benignos, en 66% de los tumores malignos y no se logré amplificar en las
muestras de tejido sano.

No se logr6 observar amplificacion del gen BCL-XL en ninguna de las muestras

analizadas, ver Figura 6.
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Figura 6. Analisis de expresion de los genes B-actina, Bcl-2, Bax y Bcl-xL.
Electroforesis en gel de agarosa al 1.5% de las muestras de tumores benignos en azul,

tumores malignos en rojo y tejido sano en negro.
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6.4 Analisis de la expresion de genes relacionados con angiogénesis

Se analiz6 la integridad del ADN complementario mediante la amplificacion del
gen constitutivo beta actina, logrando amplificar la banda esperada de 178 pb en las
17 muestras analizadas.

No se logré observar amplificacion de los genes VEGF y Ets-1 en ninguna de las

muestras analizadas, ver Figura 7.

JTERDO SANO

Figura 7. Analisis de expresion de los genes B-actina, VEGF y Ets-1.
Electroforesis en gel de agarosa al 1.5% de las muestras de tumores benignos en azul,

tumores malignos en rojo y tejido sano en negro.

6.5 Analisis de la expresion de genes relacionados con proliferacion celular

Se analiz6 la integridad del ADN complementario mediante la amplificacion del gen
constitutivo beta actina, logrando amplificar la banda esperada de 178 pb en las 17
muestras analizadas.

En el caso de CDCI14A se amplificé la banda en todas las muestras de tumores
benignos (100%), en el 83% de los tumores malignos y en el 50% las muestras de tejido

sano, aunque se observd una menor intensidad en la muestra sana.
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Al analizar la expresion del gen RPS6KBI, se observé amplificacion en todas las
muestras (tumores benignos, malignos y muestras sanas) en la misma intensidad, ver

Figura 8.
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Figura 8. Analisis de expresion de los genes B-actina, CDC14A y RPS6KBI1.
Electroforesis en gel de agarosa al 1.5% de las muestras de tumores benignos en azul,

tumores malignos en rojo y tejido sano en negro.

6.6 Analisis de densitometria

El andlisis cuantitativo de la expresion de los genes amplificados se realiz6 con el
software myImage Analysis de ThermoScientific versiéon 2.0, donde se muestran los
valores de densidad promedio por pixel de expresion por genes y poblaciones, ver Tabla
4.Y se grafico la expresion relativa de todos los genes en las tres poblaciones, donde se
observo que los genes con mayor densidad promedio de expresion fueron RPS6KB1, Bcl-

2 y CDCI14A, ver Figura 9.

23



Tabla 4. Densidad promedio de expresion de los genes estudiados

Medias (Densidad/area)

Genes Benignos (9) Malignos (6) Tejido sano (2)
Beta actina 34404.2222 30133.6667 31076
BCL-2 24958.4444 28233.8333 13700.5
BAX 4903.77778 10215.6667 -695.5
BCL-xL 1397.22222 1890 104
VEGF 2248.33333 2376.83333 1370.5
ETS-1 2503.33333 3392.16667 1758.5
CDC14A 16028.3333 18230.5 4011
RPS6KB1 29512.5556 26397.3333 26754.5
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Figura 9. Andlisis de la densidad promedio de amplificacion de genes estudiados.
Grifica de barras de la densidad promedio por poblaciones de tumores benignos en azul,
tumores malignos en rojo y tejido sano en verde. La intensidad promedio se determiné
por pixeles de los productos amplificados de los genes estudiados sobre beta actina con

el software ThermoScientific version 2.0.
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6.6.1 Analisis de densitometria de los genes relacionados con apoptosis

La expresion relativa del gen Bcl-2 de la mayoria de las muestras de tumores benignos
y malignos se encuentra entre el 60 y 90%, sin embargo, se observd sobre expresién en
dos muestras de tumores malignos, en el carcinoma simple y el carcinoma escamoso
donde los valores de expresion fueron de 116 % y 208% respectivamente, ver Figura 10.
En el caso de la expresion relativa del gen Bax en la mayoria de las muestras de las tres
poblaciones se encontraba por debajo del 30%, sin embargo, un carcinoma sélido y el
carcinoma simple tuvieron los valores de expresion mds altos de 55% y 75%
respectivamente, ver Figura 11. Con respecto a la expresion relativa del gen Bcl-xL de la
mayoria de las muestras de las tres poblaciones fue mucho menor al 8%, pero nuevamente
observamos que el carcinoma escamoso y el carcinoma simple obtuvieron los mayores

valores de expresion, 11% y 14% respectivamente, ver Figura 12.
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Figura 10. Analisis de la expresion relativa de gen Bcl-2 por poblaciones. El
grafico A muestra la dispersion de la expresion relativa de las muestras por poblaciones

de tumores benignos en azul, tumores malignos en rojo y tejido sano en verde.
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Figura 11. Analisis de la expresion relativa de gen Bax por poblaciones. El grafico

B muestra la dispersion de la expresion relativa de las muestras por poblaciones de

tumores benignos en azul, tumores malignos en rojo y tejido sano en verde.
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Figura 12. Andlisis de la expresion relativa de gen Bcl-xLL por poblaciones. El

grafico C muestra la dispersion de la expresion relativa de las muestras por poblaciones

de tumores benignos en azul, tumores malignos en rojo y tejido sano en verde.
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6.6.2 Analisis de densitometria de los genes relacionados con angiogénesis

La expresion relativa del gen VEGF en la mayoria de las muestras de las tres
poblaciones (tumores benignos, tumores malignos y tejido de glandula mamaria sana) se
encuentra por debajo del 11%, sin embargo, dos muestras de tumor maligno el carcinoma
escamoso y el carcinoma complejo mioepitelial se expresaron en 14% y 20%
respectivamente, y un tumor mixto benigno mostré una expresién de 17%, ver Figura 13.
En el caso de la expresion relativa del gen Ets-1 en la mayoria de las muestras de las tres
poblaciones (tumores benignos, tumores malignos y tejido de gldndula mamaria sana) se
encuentran por debajo del 14%, sin embargo, tres muestras de tumores malignos
mostraron mayor expresion, el carcinoma simple con 15%, el carcinoma complejo

mioepitelial con 16% y el carcinoma escamoso con 20%, ver Figura 14.
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Figura 13. Analisis de la expresion relativa de gen VEGF por poblaciones. El
grafico D muestra la dispersion de la expresion relativa de las muestras por poblaciones

de tumores benignos en azul, tumores malignos en rojo y tejido sano en verde.
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Figura 14. Andlisis de la expresion relativa de gen Ets-1 por poblaciones. El
grafico E muestra la dispersion de la expresion relativa de las muestras por poblaciones

de tumores benignos en azul, tumores malignos en rojo y tejido sano en verde.

6.6.3 Analisis de densitometria de los genes relacionados con proliferacion

celular

La expresion relativa del gen CDC14A en la mayoria de las muestras de las tres
poblaciones (tumores benignos, tumores malignos y tejido de glandula mamaria sana) se
encuentra entre el 30% y 70%, sin embargo, se observé mayor expresion en el carcinoma
simple con 80%, y sobre expresion en el carcinoma escamoso donde el valor de expresion
fue de 104%, ver Figura 15. Por otra parte, cabe destacar que de todos los genes
analizados, la expresion relativa del gen RPS6KBI1 fue la de mayor valor para las tres
poblaciones (tumores benignos, tumores malignos y tejido de gldndula mamaria sana)
donde la muestra en la que se observo menor expresion fue el osteosarcoma con 52%, y
donde cuatro muestras mostraron sobre expresion con los valores de 123% y 147% en dos
tumores mixto benigno (tumores benignos), y de 135% y 153% en un carcinoma sé6lido y

el carcinoma escamoso (tumores malignos) respectivamente, ver Figura 16.
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Figura 15. Anélisis de la expresion relativa de gen CDC14A por poblaciones. El
grafico F muestra la dispersion de la expresion relativa de las muestras por poblaciones

de tumores benignos en azul, tumores malignos en rojo y tejido sano en verde.
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Figura 16. Analisis de la expresion relativa de gen RPS6KB1 por poblaciones El
grafico G muestra la dispersion de la expresion relativa de las muestras por poblaciones

de tumores benignos en azul, tumores malignos en rojo y tejido sano en verde.
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6.7 Correlacion entre la expresion de los genes estudiados y el tipo

histopatologico

Con los datos obtenidos del andlisis de la intensidad promedio por pixel de los genes
estudiados (ver Anexo), se realizd una tabla que muestra los promedios de los porcentajes
de las expresiones relativas con respecto al gen constitutivo B-actina. Estos resultados
muestran que en promedio, los valores de expresion relativa més altos de los tumores
benignos y malignos son los de los genes Bcl-2, RPS6KB1 y CDC14A; y que de estos
tres, el gen Bcl-2 tiene una sobreexpresion de 0.81% con respecto al gen constitutivo -
actina. Mientras que los genes que mostraron muy baja o nula expresiéon en los tumores

benignos, malignos y el tejido sano fueron Bax, Bel-xL, VEGF y Ets-1 (ver Tabla 5).

Tabla 5. Promedio de porcentajes de expresion de los genes estudiados.
Tipo Genes estudiados
de B B Bcl \Y% Ets CD RPS6
muestra [N ax -xL EGF -1 Cl4A KB1
Tum 7 1 3.6 7. 6.5 46.7 91.32
ores 4.96 2.18 9 18 4 0
benignos
Tum 1 2 6.2 8. 12. 61.1 98.08
ores 00.81  9.99 4 62 46 6

malignos

Teji 4 - 0.3 4. 5.9 14.7 87.31
do sano 7.48 2.36 6 80 4 6
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7. DISCUSION

El cancer es una enfermedad que afecta a diferentes especies animales, y ya que el
incremento de casos asociados a neoplasias en caninos ha ido en aumento, es inevitable
mejorar las estrategias diagnosticas de los mismos. Tan solo en E.U.A. aproximadamente
6 millones de perros son diagnosticados con cdncer (Printz, 2011), y la American Pet
Product Association en el 2011 reportdé que los gastos referentes a mascotas han

aumentado en un estimado de 51 billones de ddlares tan solo en este pais.

Los tumores de mama son las neoplasias mds frecuentes en las perras y las mujeres,
aunque en la perra es 4 veces mds frecuente (Gupta et al., 2012; Misdrop, 2002). En este
estudio al igual que en lo reportado por Misdrop (2002) al rededor del 40-50% de los

tumores que son analizados por histopatologia resultan ser malignos.

La complejidad de los tejidos de las neoplasias mamarias caninas ha requerido de
nuevas propuestas para su clasificacion (Goldschmidt et al., 2011). Los TMC mas
frecuentes son el tumor mixto benigno y el carcinoma en el caso de los malignos y los
benignos respectivamente (sleeckx et al., 2011), lo cual coincide con los resultados de esta

investigacion.

Durante las ultimas décadas han surgido una variedad de propuestas de agentes
etiol6gicos para el desarrollo de tumor mamario canino, dentro de las cuales se encuentran
la predisposicion genética, la alimentacion, la predisposicion a agentes quimicos, edad,

sexo, raza e incluso la esterilizacion segin lo descrito por Torres y Eslava (2007).

En los caninos se ha evaluado el papel de algunos de los marcadores moleculares
implicados en la carcinogénesis mamaria analizando los cambios de expresion, la
evidencia indica que el aumento de expresion de receptor de estrogeno (RE), estradiol, asi
como proteinas implicadas en la proliferacion celular, evasiéon de la apoptosis, la
angiogénesis e invasion, pueden conferir alguna ventaja de crecimiento selectivo en los

TMC (Vinothini et al., 2009). En neoplasias mamarias caninas se ha observado que la
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expresion de proteinas anti-apoptéticas como Bcl-2 y Bcel-xLL aumenta o no presenta
variacion, mientras que proteinas pro-apoptéticas como Bax, caspasas 8 y 9 disminuyen
su expresion, sin embargo la falta de informacién sobre la funcionalidad de estas proteinas
y sus patrones de expresion han limitado su uso como marcadores prondsticos (Salas y
Romero, 2011). Existen datos que indican que la sobreexpresion de Bcl-2 estd relacionado
con la baja regulaciéon de Bax y la interrupciéon en la progresion de la apoptosis es
dependiente al desequilibrio de Bcl-2/Bax, que desempefia un papel en el desarrollo del
cancer (Yildirim et al., 2014). En este estudio encontramos un incremento de la expresion
del gen Bcl-2 y baja expresion del gen Bax como lo descrito por Kumaraguruparan y
colaboradores (2006); y el carcinoma escamoso, seguido de el carcinoma simple y el
carcinoma complejo miepitelial son los tumores malignos que mostraron la mayor
sobreexpresion. Hay algunos estudios acerca de la disminucion de expresion de BCL-xI
en tumores caninos pero solo uno articulo sobre su relaciéon con TMC (Yildirim et al.,
2014). Kumaraguruparan y colaboradores (2006) reportaron que la expresion de Bcel-xL
disminuye en TMC en comparacion de los tejidos normales, y nosotros encontramos que
los niveles de expresion de Bel-xL de los tumores malignos son casi tan bajos como los

de los tejidos sanos.

El factor de crecimiento endotelial vascular (VEGF) es un mitégeno especifico de las
células endoteliales vasculares (CE) y ha demostrado ser crucial en el desarrollo de la
progresion tumoral (Roy et al., 2006). En un estudio realizado por Qiu y colaboradores
(2008), encontraron que la tasa de sobreexpresion de la proteina VEGF fue del 33,3% en
los tejidos de las glandulas mamarias normales y del 78% en los tumores de gldndula
mamaria canina, encontraron que esta proteina no se relaciona con la edad o el tamafio del
tumor pero si estd estrechamente relacionada con metdstasis en los ganglios linféticos y el
estadio clinico. En nuestro estudio se encontré muy baja expresion de gen VEGF en todas
las muestras analizadas, tan baja incluso que no se percibi6 en las fotografias de los geles,
esto pudo deberse a que en el momento en el que se realizd este trabajo ain no se
encontraba identificada la secuencia gendmica que codificaba para este gen en el canino
y se utilizaron primers que fueron sintetizados a partir de la secuencia humana (Zhang et

al., 2014).
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Ets-1 es un proto-oncogen que se expresa en la gldndula mamaria durante el
desarrollo de los conductos mamarios epiteliales, pero una vez terminado este proceso es
casi indetectable pero se ha encontrado en los cidncer de mama, particularmente en los
madrgenes tumorales, las células endoteliales y en el estroma de los fibroblastos, su
sobreexpresion se asocia con los carcinomas invasivos y de mal prondstico en el cdncer
de humanos (Furlan et al., 2014). En este estudio encontramos baja expresion de Ets-1 en
todas las muestras analizadas. En un estudio realizado por Buggy y colaboradores (2004)
encontraron que los niveles de RNAm eran similares en fibroadenomas y carcinomas

primarios de mama humanos.

CDC14A controla el ciclo celular y actia principalmente en anafase, controlando la
activacion de los microtibulos y la estabilizacion de la fibra, conduciendo asi a la
finalizacién del ciclo celular (Rao et al., 2008). Krél y colaboradores (2010) demostraron
alto potencial proliferativo en varias lineas celulares de adenocarcinomas mamarios y en
cancer anaplasico mamario canino con alta expresion de CDC14A y otras proteinas. En
nuestro estudio encontramos que la expresion de CDC14A se encontraba en todas las
muestras de tumores benignos y malignos asi como en el tejido sano, pero se encontrd

solamente sobreexpresion en el carcinoma escamoso.

La proteina ribosomal S6 quinasa 1 (S6KI1) es el efector rio a bajo del complejo
rapamicina 1 (mTORCI1) en mamiferos, que es un complejo de proteinas que regulan las
funciones celulares esenciales, incluyendo la supervivencia celular, la proliferacion, el
metabolismo, la migracion y la angiogénesis; se ha logrado amplificar en lineas células
de céncer de mama en humanos y caninos (Park et al., 2015; Krél et al., 2010), en este
trabajo encontramos expresion de RPS6KB1 en todas las muestras pero solo en dos

tumores mixto benigno y en el carcinoma escamoso se encontrd sobre expresada.

Otro factor importante a tomar en cuenta para estudios posteriores es el de considerar
que al utilizar tejido sano como control no se debe olvidar que el ciclo estral de las perras

es distinto al de otros mamiferos y el estado hormonal de cada fase del ciclo estral de la
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glandula mamaria de la perra es muy complejo, y esto pudiera alterar la expresion de genes

como los relacionados con la proliferacion celular (Rao et al., 2008).
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8. CONCLUSIONES

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

e En las muestras analizadas de TMC, el subtipo histopatolégico més frecuente fue
el benigno.

e Sedetecto la expresion en el gen Bcel-2 por RT-PCR en todas las muestras de TMC,
con sobre expresion en el carcinoma simple y el carcinoma escamoso con valores
de 116% y 208% respectivamente.

e Se detectd la expresion en el gen Bax por RT-PCR en todas las muestras de TMC,
con valores de expresion mds altos de 55% y 75% para un carcinoma sélido y el
respectivamente.

e Se detecto la expresion en el gen Bel-xLL por RT-PCR en todas las muestras de
TMC, con valores de expresion mds altos de 11% y 14% para el carcinoma
escamoso y el carcinoma simple respectivamente.

e Se detect6 la expresion en el gen VEGF por RT-PCR en todas las muestras de
TMC, con valores de expresion mads altos de 14%,17% y 20% en el carcinoma
escamoso, un tumor mixto benigno y el carcinoma complejo mioepitelial
respectivamente.

e Se detecto la expresion en el gen Ets-1 por RT-PCR en todas las muestras de TMC,
con valores de expresion mas altos de 15%, 16% y 20% en el carcinoma simple,
el carcinoma complejo mioepitelial y el carcinoma escamoso respectivamente.

e Se detect6 la expresion en el gen CDCI14A por RT-PCR en todas las muestras de
TMC, con un valor de expresion de 80% en el carcinoma simple y sobre expresion
en el carcinoma escamoso con un valor de 104%.

e Se detectd la expresion en el gen RPS6KB1 por RT-PCR en todas las muestras de
TMC, con expresion de 52% en el osteosarcoma, y sobre expresion con valores de
123% y 147% en dos tumores mixto benigno, 135% y 153% en un carcinoma
solido y el carcinoma escamoso respectivamente.

e En promedio los resultados mostraron que los genes en los que se observé mayor

expresion fueron Bcl-2, CDC14A y RPS6KBI1 en las tres poblaciones (tumores
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benignos, tumores malignos y gldndula mamaria sana de canino) pero solo el
carcinoma escamoso mostro sobreexpresion en estos tres genes.

Los resultados obtenidos por RT-PCR sugieren que Bcl-2 podria ser considerado
como un biomarcador para este tipo de neoplasias, asociarse a malignidad y pobre
prondstico, sin embargo, son necesarios mas estudios con un nimero de muestras

mads amplio.
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ANEXO

Density (Intensity/area) de tumores benignos

LINEA 1 LINEA 2 LINEA 3 LINEA 4 LINEA 5 LINEA 6 LINEA 7 LINEA 8 LINEA 9

Mixto Mixto Mixto Mixto Mixto Adenoma Adenoma Mixto Adenoma simple Adenoma

Benigno Benigno Benigno Benigno Benigno complejo
Beta actina 32379 20166 28124 33496 42028 47569 35407 39435 42104
Bcl-2 29229 20366 27220 30533 28990 27537 33422 28014 33668
Bax 9808 1311 1218 1977 20062 6607 5051 4068 14948
Bcl-XL 2182 2078 1508 1910 3023 3850 3734 5115 4124
VEGF 3295 5290 4621 2713 5473 3912 5647 3072 4752
Ets 3367 1835 2225 2562 2791 6431 6709 6233 7018
CDC14A 20612 7395 16050 25128 25942 14381 15779 22244 17226
RPS6KB1 30264 33723 39155 37682 35102 33945 36909 31510 39937

Density (Intensity/area) de tumores malignos

LINEA 10 LINEA 11 LINEA 12 LINEA 13 LINEA 14 LINEA 15

Carcinoma Carcinoma Carcinoma Carcinoma Carcinoma Osteosarcoma

complejo €scamoso simple sélido sélido

mioepitelial
Beta actina 30270 18525 31848 45216 22284 40039
Bcl-2 32310 39923 39520 32499 9422 38571
Bax 7654 5031 25500 26667 2385 8001
Bcl-XL 2489 3593 6138 4150 1196 3740
VEGF 7890 4507 3728 3195 2645 4656
Ets 6695 5431 6564 4879 3831 4047
CDC14A 15523 20311 27525 27493 5090 27109
RPS6KB1 31906 32350 34335 34183 34298 26388
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Expresion relativa de los genes normalizada con beta actina de tumores benignos

LINEA 1 LINEA 2 LINEA 3 LINEA 4 LINEA 5 LINEA 6 LINEA 7 LINEA 8 LI
NEA 9
Mixto Mixto Mixto Mixto Mixto Adenoma Adenoma Ad Ad
Benigno Benigno Benigno Benigno Benigno complejo Mixto enoma enoma
simple
Bcl-2 81. 87. 87. 82. 61. 51 86. 63. 73.
5820733 3943811 0194095 7992314 701554 1879842 6225824 3346421 0317561
Bax 24. - - - 43. 9.2 79 4.5 30.
0264535 5.3495986 4.1124414 1.0754354 4776215 4275448 7905024 6484753 8851593
5 4 4
Bcl-XL 1.6 22 0.7 33 4.7 6.0 9.0 6.0

7260586 0215463 0.5689001 7171016 3839894 2388269 6548263 4070148 2583549
3

VEGF 3.9 17. 9.5 2.0 8.3 3.9 10. 2.6 6.5
6481428 0574567 2257009 2380214 6566062 9663351 4953624 4886795 8609385
Ets 4.8 - 1.3 2.2 2.3 9.8 14. 11. 12.
7335067 0.0739332 9808136 097564 0893671 8799931 2200895 4749378 6461809
5
CDCl14 58. 27. SI. 70. 58. 26. 39. 52. 36.
A 8590324 0226025 208448 8175789 0028433 1183884 5031746 2601754 570953
RPS6K 78. 147 123 98. 71. 60. 90. 67. 83.
Bl 3909596 216941 .852904 6673278 7093975 6379076 8886093 1744536 4050986

Density (Intensity/area) de Tejido sano

LINEA 16 LINEA 17

Glandula mamaria | Glandula mamaria

sana 1 sana 2
Beta actina 36180 28432
Bcl-2 10898 24137
Bax 1847 1410
Bcl-XL 1693 1837
VEGF 2631 4230
Ets 3128 4087
CDC14A 2230 10348
RPS6KB1 32940 32261
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Expresion relativa de los genes normalizada con beta actina de tumores malignos

Bcl-2

Bax

Bcel-XL

VEGF

Ets

CDC14

RPS6K
Bl

LINEA 10 LINEA 11 LINEA 12 LINEA 13 LINEA 14
Carcinom Carcinom Carcinom Carcinom Carcinom
a complejo a escamoso a simple a solido a solido
mioepitelial
98.11639 208.7655 116.6078 65.20711 26.62201
12 39 78 14 96
18.35399 15.65192 75.69403 55.34260 0.289731
45 25 62 9 17
2.851239 11.17085 14.62211 5.658618 -
67 86 77 65 2.20860644
20.07575 14.14859 5.447775 2.580366 2.778569
76 79 82 48 39
16.68732 20.71118 15.39943 6.888555 9.413888
78 82 82 45 1
45.60950 104.2671 82.45803 57.32505 13.35613
41 29 12 58 19
89.73829 153.2466 93.04657 64.42277 135.1382
2 03 39 09 16

Expresion relativa de los genes normalizada con beta actina
de tumores malignos

LINEA 16 LINEA 17
Glandula Glandula mamaria
mamaria sana 1 sana 2

Bcl-2 20.260372 74.7003897
Bax -1.36480687 -3.36004706
Bcel-XL 0.09155937 0.64701125
VEGF 1.63376252 7.97735461
Ets 3.65951359 8.22733623
CDC14A -0.13733906 29.6669363
RPS6KB1 77.5221745 97.1068304

LINEA 15

Osteosarco
ma

89.5513927

14.6280502

5.35700482

6.68917004

5.66363472

63.9825814

52.9310212
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