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Resumen

Los objetivos de esta tesis fueron estudiar si la distribucion, concentracion y
afinidad de los receptores de estrogenos (RE) y progesterona (RP) en la glandula
mamaria estan vinculados a la concentracion de Progesterona (P4) sérica en diferentes
etapas del ciclo en perras normales y en perras con tumores mamarios. Se realiz un
disefio en perras normales y otro en perras con tumores mamarios. Se utilizaron 12
perras adultas sanas enteras y 4 prepuberes y 22 adultas (15 enteras, 7 castradas) con
tumores mamarios. Se obtuvieron muestras de tejido mamario durante las cirugias.
Se determind P4 por RIA, la distribucion de REa y RP por inmunohistoquimica y la
concentracion de RE y RP por ensayos de union. Los resultados fueron analizados
por ANOVA, expresados como la media + EEM, considerando significativo P<0,05.
La concentracion (ng/mL) de P4 sérica fue mayor en diestro que en proestro, estro y
anestro en ambos disefios. Se detect6 inmunomarcado a REa y RP en tejido
conectivo, epitelios alveolar y de conductos en perras adultas normales y con
tumores mamarios sugiriendo que los tres compartimientos son blanco de accion de
los estrogenos y P4. La intensidad de inmunomarcado a REa y RP fue mayor en
epitelio alveolar que en tejido conectivo. La intensidad de inmunomarcado a REa en
epitelio de conductos fue mayor en anestro que en proestro, estro y diestro y la de RP
en tejido conectivo fue mayor al estro que en proestro, diestro y anestro. La afinidad
de ambos receptores fue similar en ambos disefios. La concentracion (fmol/prot) de
RE y RP fue menor en perras en diestro que en proestro y estro. El perfil de
distribucion y concentracion de RE y RP en nuestro trabajo esta vinculado a los
niveles circulantes de P4, en acuerdo con lo reportado para RE pero no para RP. En
perras prepUberes la concentracion de ambos receptores fue menor que en adultas, en
acuerdo con el escaso desarrollo del tejido mamario. En perras enteras con tumores
mamarios la intensidad de inmunomarcado a REa fue mayor en tumores benignos
que malignos e hiperplasias y fue mayor en tejido conectivo que en ambos epitelios.
En tumores benignos también fue mayor en tejido conectivo que en ambos epitelios.
La de RP en epitelios de conductos tendié a ser mayor en hiperplasias que en
tumores malignos. En perras castradas no hubo diferencias en los parametros
estudiados. La concentracion de RE fue mayor en tumores benignos que malignos e
hiperplasias y la de RP fue similar en los diferentes tipos de tumores. Por ensayos de
unién todas las muestras de tumores fueron RE y RP positivos, sugiriendo que las
vias relacionadas con los estrégenos y progestinas pueden proporcionar dianas
eficaces para el tratamiento del cancer de mama.

[Escriba aqui]



SUMMARY

The aim of the Thesis was to study the effect of the progesterone (P4)
circulating levels on the distribution, concentration and affinity of the estrogen and
progesterone receptors (ER, PR) in normal bitches at different stages of the cycle and
in bitches with mammary tumours. Two experiments were performed in bitches, one
in normal and other with mammary tumours. Twelve healthy adult bitches and 4
prepubertal and 22 adult (15 intact, 7 spayed) with mammary tumours were used.
Mammary samples were obtained during surgery. Progesterone was determined by
RIA. The ERa and PR distribution by immunohistochemistry and ER and PR affinity
and concentrations by binding assay were determined. The results were analysed by
ANOVA and expressed as mean = standard error pooleado, considering significant P
< 0.05. The P4 serum concentration (ng/mL) was higher in diestrus than proestrus,
estrus and anestrus in both experiments. Immunolabeling for ERo and PR was
detected in connective tissue, and alveolar and ductal epithelium in adult normal and
bitches with tumours suggesting that all of them are target for the action of estrogen
and Progesterone. Higher ERa and PR immunolabeling intensity was found in
alveolar epithelium than connective tissue. On other hand higher ERa intensity of
immunolabeling was found in ductal epithelium in anestrus than proestrus, estrus and
diestrus. The PR immunolabeling intensity in connective tissue was higher in estrus
than, proestrus, diestrus and anestrus. The affinity for ER and PR was similar in both
experiments. The ER and PR concentration (fmol/prot) was lower in bitches in
diestrus than in proestrus and estrus. The pattern of the distribution and concentration
of ER and PR in our study are related to P4 circulating levels in agreement with the
result reported for ER but not for PR. In prepubertal bitches ER y PR concentration
were lower than in adults, in agreement with the scare development of mammary
tissue. In intact bitches with mammary tumours the ERa immunolabeling intensity
was higher in benign than malignant tumours and hyperplasias, and was higher in
connective tissue than in both epithelia. In benign tumours also was higher in
connective tissue than both epithelia. The PR immunolabeling intensity in ductal
epithelium tended to be higher in hyperplasia than in malignant tumours. In spayed
bitches no differences in the parameters studied were found. Higher ER
concentration in benign than malignant and hyperplasias was found and PR
concentrations were similar in the different tumours. By binding assay all tumours
samples were ER and PR positive suggesting that the pathways associated with
estrogens and progestins can provide effective targets for treatment of mammary
tumours.



INTRODUCCION

1.1. La hembra canina animal de compafiia y modelo experimental para el
estudio del cancer de mama

El perro doméstico procede muy probablemente del lobo (Canis lupus), esta
hipdtesis esta basada en estudios sobre la morfologia, el comportamiento y la
genética de ambas especies. El perro asi como el lobo son animales sociales y
establecen jerarquias en el seno de la manada (Evans & White, 1997). Es dificil
establecer con precision el origen del perro, los restos mas antiguos datan de 15.000
afios A.C. en Rusia, fecha que coincide con la aparicion del perro en las primeras
pinturas rupestres y las primeras domesticaciones se sitian en torno al afio 5000 A.C
(Manteca, 2003). Actualmente el perro doméstico (Canis familiaris) tiene un rol
fundamental como animal de compafiia, generando un fuerte vinculo con el hombre
dado su comportamiento social, una gran capacidad de adaptacién, utilizandose
también como animal de trabajo, en la caza, seguridad y también como lazarillo para
personas no videntes.

La hembra canina desarrolla espontaneamente enfermedades tales como
diabetes, hipotiroidismo y céncer, enfermedades que también afectan a los seres
humanos por lo que constituyen excelentes modelos experimentales para el estudio
de las enfermedades que comparten. Los tumores mamarios rara vez ocurren en
yegua, vaca, oveja, cabra, y cerda mientras que en perras el cancer de mama tiene
una alta prevalencia (Munson & Moresco, 2007). Los ciclos estrales en la yegua,
vaca, cabras, y la cerda se producen durante todo el afio y se caracterizan por una
fase folicular seguida de una fase luteal mas corta que en la perra; esta diferencia en
la exposicion hormonal junto con la ocurrencia mas regular de prefieces y que no
llegan a una edad avanzada pueden contribuir a la baja prevalencia de tumores
mamarios en las especies antes mencionadas en relacion a la perra (Munson &
Moresco, 2007). El estudio del cancer de mama en la perra figura entre los modelos
experimentales naturales propuestos por la Organizacion Mundial de la Salud
(OMS). Esto es debido a similitudes epidemioldgicas, clinicos evolutivas,
morfoldgicas, hormono dependencia (Martin de las Mulas & Reymundo, 2000) y
semejanzas a nivel molecular relativas a la expresion de los receptores esteroideos
(Queiroga et al. 2011, Salas & Romero, 2011) con el carcinoma de mama humano.
A pesar de tener diferentes expectativas de vida, la edad media de inicio de sintomas
de tumores de mama es comparable entre la mujer y la perra, para la mujer después
de los 40 afios y en la perra después de los 6 afios, ademas el pico de incidencia de la
enfermedad es también comparable entre las dos especies, en la mujer 50-58 afios y
en la perra 8-11 aflos (MacEwen et al. 1982). EI modelo de la perra permite realizar
estudios de significacion estadistica en periodos de tiempo cortos (Ferreira et al.
2010).

La incidencia de los tumores de mama es elevada en humanos y caninos. De
acuerdo con Brodey et al. (1983) de todos los tumores que se presentan en la perra el
42% son tumores mamarios comparado con la mujer que representan un 27% de
todos los tumores. La perra tiene una mayor incidencia de tumores mamarios que la
mujer y otros animales domésticos; la incidencia anual de carcinomas mamarios en
la perra es de 2 a 3 veces mayor que en los seres humanos (Scheneider, 1970). En la
perra, el comportamiento bioldgico de los tumores de mama es maligno en la mitad
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de los casos (Martin de las Mulas & Reymundo, 2000). En el Uruguay, en la mujer
los tumores mamarios malignos presentan alta incidencia y mortalidad, se reportd en
entre 2002-2006 8798 de casos (Barrios et al. 2010) Aunque los esquemas de
clasificacion de los carcinomas de mama humanos y caninos presentan diferencias, la
morfologia histologica es muy similar. Los factores pronosticos, entre ambas
especies también son similares, en medicina humana son factores prondstico, el
tamafio tumoral, estado ganglionar, presencia de metéstasis, tipo y grado histolégico,
y grado de diferenciacion nuclear. Del mismo modo en Medicina Veterinaria se
considera el grado de infiltracion y grado histoldgico de malignidad, que incluye el
grado de diferenciacion, pleomorfismo nuclear, indice mitético. Por lo tanto la
utilizacion de la perra como modelo natural del tumor mamario permite el estudio de
la enfermedad y contribuye al conocimiento de la etiologia y al tratamiento (Martin
de las Mulas & Reymundo, 2000). Si bien los tumores son procesos patoldgicos que
se presentan en todas las especies de animales domésticos, estos solo ocurren
frecuentemente en la perra y en menor grado en la gata, siendo raro en otras especies.
El tumor mamario canino es mas comun en la perra con una incidencia entre un 25-
50% de todos los tumores (Theilen & Madewell, 1979; Mangieri et al. 1994; Pérez
Alenza et al. 2000). El creciente interés de la sociedad por el bienestar animal ha
causado una mayor demanda y preocupacion por parte de los duefios de mascotas en
el diagndstico temprano y tratamiento de las enfermedades que afectan a sus
animales. Dada la elevada incidencia de los tumores mamarios en la perra y por ser
considerada como un modelo para el estudio del cancer de mama es importante
conocer las caracteristicas de la glandula mamaria normal.

1.2. La glandula mamaria canina normal

La hembra canina posee entre 4 y 6 pares de glandulas mamarias, distribuidas
a lo largo del térax y el abdomen. Dos pares craneales denominados toracicos
(anterior y posterior), dos abdominales (anterior y posterior) y el par caudal inguinal
(Argyle, 2000).

La glandula mamaria es un 6rgano cuya estructura morfoldgica y funcion esta
estrechamente vinculada con el sistema endocrino (Derivaux & Ectors, 1984). Las
glandulas mamarias estan presentes en ambos sexos y solo alcanzan su completo
desarrollo en la hembra. Son glandulas tabulo-alveolares (Banks, 1986), localizadas
en el tejido subcutaneo, después de la pubertad ofrece un aspecto arracimado cuyo
parénquima estd formado por la aglomeracion de lébulos independientes separados
unos de otros por tabiques de tejido conectivo por los cuales circulan vasos
sanguineos, linfaticos y nervios (Derivaux & Ectors, 1984). Cada mama tiene entre 7
y 16 aberturas de ductos, y cada ducto eventualmente forma un l6bulo en la glandula
adulta y actia como una unidad funcional independiente dentro de la glandula
(Sorenmo et al. 2011). Su funcidn basicamente es la nutricion de los neonatos y
conferirles inmunidad pasiva (Derivaux & Ectors, 1984; Cunningham, 2003). En
general la glandula mamaria presenta una fase de desarrollo del sistema canalicular y
lobuloalveolar y una fase de actividad secretora importante para el mantenimiento de
la lactacion (Derivaux & Ectors, 1984).

Las glandulas mamarias estan formadas por celulas epiteliales alveolares
secretoras y la porcion inicial de los conductos intralobulares (Banks, 1986). La
porcion secretora de las glandulas, drena a traves del sistema ductal, formado por un



epitelio columnar y cuboidal no secretor. El tejido conectivo da soporte a los
alvéolos y a los conductos pequefios. Rodeando los grandes conductos, hay bandas
de masculo liso y fibras elasticas. Se pueden encontrar células mioepiteliales entre
las células del epitelio alveolar y la membrana basal (Solano-Gallego, 2010). Los
conductos intralobulillares se reunen formando los interlobulillares que se retnen en
los senos galactoforos, que estdn en comunicacion con el pezon (Cunningham,
2003). En la glandula mamaria en reposo, los lobulillos mamarios estan formados
solo por los conductos excretores y sus ramificaciones, en la glandula mamaria
activa, el numero de alvéolos aumenta a expensas de la disminucién del tejido
conectivo (Banks, 1986)

El desarrollo de la glandula mamaria en la vida posfetal comienza en la
pubertad (Cunningham, 2003). EIl eje hipotalamo-hipofisis-ovarios esta involucrado
en el desarrollo y funcién de la glandula mamaria. En la perra después de la
pubertad, la hormona liberadora de gonadotrofinas (GnRH) del hipotdlamo estimula
la sintesis y liberacién de las gonadotropinas hipofisarias. La hormona foliculo
estimulante (FSH) estimula el desarrollo de los foliculos ovaricos y estos sintetizan
estrogenos (E), la hormona luteinizante (LH) produce la luteinizacion celular y la
formacion del cuerpo luteo responsable de la sintesis de progesterona (P4). Los E son
responsables del desarrollo y ramificacién de los conductos y la P4 estimula el
desarrollo I6bulo-alveolar (Cunningham, 2003). Ademas el crecimiento del tejido
mamario normal es estimulado por factores de crecimiento como el factor de
crecimiento epidérmico (EGF) y factor de crecimiento transformante alfa (TGF-a)
(Perez Alenza et al.2000) a través de sus receptores (Rutterman & Misdorp, 1993)

Durante la gestacion, la glandula mamaria sufre un gran desarrollo; los
conductos excretores se alargan y ramifican originandose numerosos alvéolos
glandulares, el tejido conectivo interlobulillar disminuye, pierde células adiposas y
aumenta su vascularizacion (Di Fiore, 1981). Los altos niveles de P4 circulantes
durante la gestacion favorecen la formacion de lobulillos y alvéolos secretores. Los
niveles basales de prolactina también contribuyen al desarrollo del epitelio 16bulo-
alveolar. La hormona del crecimiento (GH) y los esteroides adrenales (cortisol) son
responsables del desarrollo de los conductos (Cunningham, 2003).

1.3. Ciclo Reproductivo de la perra

La perra es monoéstrica no estacional, y se distingue por tener intervalos
prolongados de actividad e inactividad sexual (Feldman & Nelson, 2007). Llega a la
pubertad cuando alcanza el peso del adulto, lo que sucede entre los 6 y 12 meses de
edad, dependiendo de la raza; las perras de razas de porte pequefio en general tienen
su primer celo alrededor de los 6 meses de edad, mientras que las de razas grandes lo
hacen alrededor del afio, normalmente el primer celo ocurre sin relacion con la época
del afio. En la perra adulta el intervalo del ciclo reproductivo es en promedio 7,5
meses, con un rango de 5 a 12 meses (Stabenfeldt & Edqvist, 1999; Concannon,
2011). La raza tiene un efecto significativo sobre el intervalo del ciclo reproductivo,
la raza Basenji cicla cada 12 meses, mientras que el Pastor Aleman y el Rottweiler lo
hacen cada 4-5 meses (Edens & Health, 2005; Feldman & Nelson, 2007). El ciclo
reproductivo de la perra puede dividirse en cuatro estadios: proestro, estro, diestro y
una etapa de inactividad sexual o anestro (Wanke & Gobello, 2006; Feldman &
Nelson, 2007; Concannon, 2011).



El proestro tiene una duracion promedio de 9 dias y se define clinicamente
como el periodo de tiempo desde el comienzo de la descarga vulvar hemorrégica
hasta la primera aceptacion del macho (Wanke & Gobello, 2006; Concannon, 2011).
Se caracteriza por un crecimiento de los foliculos ovaéricos, y sintesis y liberacién de
E a la circulacion general. Los E son responsables de la secrecion vaginal, y
atraccion de los machos en la que también participan las feromonas y preparacion
uterina para la gestacion (Feldman & Nelson, 2007). Los niveles de E séricos
aumentan de 5 a 15 pg/mL, alcanzando valores maximos de 40 a 120 pg/mL (Figura
1) (Concannon, 2011). La concentracion de P4 durante el proestro es basal (0,2-0,8
ng/mL) (Concannon et al. 2009). La citologia vaginal se caracteriza por presentar
numerosas células parabasales e intermedias pequefias y grandes. Los neutrofilos y
glébulos rojos son habituales en cantidades variables. El proestro finaliza cuando la
concentracion de P4 serica basal comienza a elevarse y la hembra permite el
apareamiento (Edens & Health, 2005; Feldman & Nelson, 2007).

El estro tiene una duracion promedio de 9 dias y el comportamiento de la
perra cambia de la agresividad a la pasividad aceptando el apareamiento
(Concannon, 1983; Concannon, 2011). La descarga vulvar sanguinolenta disminuye
y se torna de un color méas claro. La vagina se vuelve blanda y flaccida para
favorecer la penetracion del macho (Wanke & Gobello, 2006; Feldman & Nelson,
2007). El inicio del estro estd marcado por un aumento de P4 sérica, alcanzando
valores mayores de 1 ng/mL hasta 3 ng/mL, durante el pico preovulatorio de LH
(considerado dia cero) (Figura 1). Después del dia 3, la concentracion de P4 sérica
alcanza valores de 10 a 25 ng/mL. La concentracion de E disminuye a valores de 10-
20 pg/mL (Concannon, 2011). La citologia vaginal en estro se caracteriza por
presentar mas del 80 % de células superficiales y anucleares y ausencia de
neutrofilos. Puede o no haber glébulos rojos. El estro finaliza cuando la hembra no
acepta el apareamiento (Feldman & Nelson, 2007).

El diestro tiene una duracion promedio de 60 a 100 dias. La vulva retoma su
tamafio normal (Feldman & Nelson, 2007). La concentracion de E varia entre 15 a 30
pg/mL (Figura 1). En esta fase hay un predominio de la P4 sobre los E. Los niveles
de P4 sérica alcanzan valores de 15 a 90 ng/mL durante los primeros 30 dias, luego
se mantienen constantes 1 a 2 semanas y finalmente, a los 70-90 dias después del
pico preovulatorio de LH la P4 disminuye a niveles basales (<1 ng/mL) (Figura 1)
(Wanke & Gobello, 2006; Concannon, 2011). En diestro, la vagina presenta bajo
namero de células superficiales y alto nimero de células intermedias pequefias y
parabasales. Se pueden observar neutréfilos y detritos. (Edens & Health, 2005;
Feldman & Nelson, 2007).

El anestro es el intervalo comprendido entre el final del diestro y el inicio del
proestro (Jeffcoate, 2000). Tiene una duracion entre 7-20 semanas después que la P4
disminuye por debajo de 1-2 ng/mL. En este periodo no hay manifestaciones
evidentes de actividad ovarica (Concannon, 2011). La perra no manifiesta cambios
fisicos caracteristicos ni conducta sexual. La vulva se encuentra pequefia y sin
descargas vaginales (Wanke & Gobello, 2006). La vagina presenta células
parabasales e intermedias. No hay globulos rojos. Pueden haber o no neutrofilos
(Edens & Health, 2005).
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Figura 1. Representacion esquematica de los cambios enddcrinos tipicos que se

producen en el ciclo reproductivo de la hembra canina (Concannon, 2011).
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1.4. Cambios histologicos en la glandula mamaria de la hembra canina durante
el ciclo reproductivo

El desarrollo y crecimiento de la glandula mamaria esta bajo la influencia de
los cambios ciclicos de las hormonas esteroideas ovaricas (Munson & Moresco,
2007). En la perra pre-puber, la glandula mamaria es rudimentaria con estructuras de
conductos que se extienden desde la superficie hasta la dermis en la base del pezén.
Estos conductos estdn pobremente diferenciados y estan rodeados por una 0 mas
capas de células epiteliales quiescentes. En perras adultas en proestro, el epitelio de
los conductos prolifera para formar estructuras alargadas y dilatadas. En estro, los
conductos y alvéolos mamarios proliferan en la dermis del pezon y se observa
crecimiento de tejido conectivo y capilares con extravasacion de glébulos rojos e
infiltracion de células inflamatorias. En diestro, la glandula mamaria presenta un
desarrollo lébulo-alveolar completo y en anestro, los bajos niveles de esteroides
ovaricos resultan en una involucion del tejido mamario, observandose pocos grupos
alveolares rodeando los conductos colapsados (Nelson & Kelly, 1974; Wanke &
Gobello, 2006; Rehm et al. 2007; Santos et al. 2010).

1.5. Aspectos generales de los tumores mamarios caninos.

Como fue mencionado anteriormente, en la perra, el tumor mamario es el mas
comun (Theilen & Madewell, 1979; Mangieri et al. 1994; Pérez Alenza et al. 2000).
Su importancia reside en la alta incidencia de esta patologia, que altera la calidad y
expectativa de vida del paciente. Segin Moulton (1990), tumor es una masa o tejido
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anormal de crecimiento excesivo e incoordinado que no responde a los mecanismos
normales de control, alejdndose del fenotipo normal y su crecimiento persiste ain
cuando termine el estimulo que lo provocd. El estado de diferenciacion de un tumor
puede ser determinado histolégicamente. Se basa en la presencia o aparicion de
células neoplasicas, su organizacion y su asociacion con el estroma de apoyo
(Ehrhart & Powers, 2009).

El diagndstico clinico se basa en la evaluacion de las caracteristicas tumorales
(tamafo, adherencia y ulceracion) y en el establecimiento del estadio clinico
(afectacion local, presencia de metastasis regionales, o a distancia) el estudio
citolégico prequirdrgico es orientativo y el diagnostico definitivo es el
histopatoldgico. El protocolo quirdrgico y terapéutico de los distintos casos de
tumores mamarios caninos es fundamental; debido a que la variabilidad de los
mismos compromete la evolucidn y prondstico de esta patologia (Pérez Alenza &
Marti Angulo, 2011). Las caracteristicas clinicas determinan el prondéstico y el
tratamiento previo a la cirugia. La informacién histopatolégica y clinica establecen el
prondstico definitivo y el tratamiento postquirargico adyuvante si corresponde (Pérez
Alenza & Pena, 2000).

La localizacién tumoral puede ser en cualquiera de las glandulas mamarias y
en cualquier combinacion; no obstante la localizacion mas frecuente corresponde a
las abdominales posteriores e inguinales, con similar frecuencia en ambos lados (Else
& Hannant, 1979; Mangieri et al. 1994; Donnay et al. 1995a; Martin de las Mulas &
Raymundo, 2000; Lana et al. 2007). La frecuencia de tumores mamarios aumenta
desde las mamas toracicas 15-20%, abdominales anteriores 20% y abdominales
posteriores e inguinales 60% de los casos. Los porcentajes mas altos se corresponden
con las mamas que mas trabajan, traumatizan y sufren mastitis, también son las
mamas que tienen mayor cantidad de tejido mamario siendo las propensas al
desarrollo de tumores (Mangieri et al. 1994; Sorenmo, 2003).

De acuerdo al diagnostico histopatologico entre 41 y 53% de los tumores
mamarios de perra son considerados malignos (Pérez Alenza et al. 2000). La
presentacion clinica de los tumores es variable, se presentan como un solo nédulo o
multiples, los cuales pueden ser del mismo o diferente tipo citoldgico (Ortega et al.
2013). El tumor puede ser de crecimiento lento, estacionario o rapido; puede ser
invasivo, ulcerados, o adheridos a planos tisulares profundos lo que evidencia signos
de malignidad (Pérez Alenza et al. 2000), ademas, pueden producir metastasis, y
recidivar después de ser extirpados (Moulton, 1990). El érgano blanco para la
metéstasis de tumores mamarios malignos es el pulmdn y con menor frecuencia el
higado y otros érganos (Mangieri et al. 1994). El adenocarcinoma es el tipo
histologico maligno mas comun en los tumores mamarios caninos (Nelson & Couto,
1998). Los tumores benignos presentan un crecimiento lento y, generalmente son
encapsulados (Moulton, 1990), los mas frecuentes son adenomas simples,
compuestos por células epiteliales o células mioepiteliales y adenomas complejos,
compuestos por células epiteliales y mioepiteliales (comunes), papiloma ductal,
fibroadenoma y tumor mixto benigno (Misdorp et al. 1999). Las lesiones
hiperplasicas/displasias mamarias se caracterizan por la proliferacion del epitelio
ductal o secretor o de las células mioepiteliales, que recuerda la hiperplasia
fisiologica que se produce durante la gestacion, con atipias histoldgicas, que se
corresponde con un incremento del nimero de células (Hampe & Misdorp, 1974).



1.6. Clasificacion de los tumores y lesiones mamarias en la perra

La clasificacion establecida por la OMS, cuyo objetivo es la estandarizacion
internacional de la terminologia y la nomenclatura de los tumores mamarios caninos
(Misdorp et al. 1999), combina la clasificacion morfoldgica descriptiva con un
criterio prondstico, clasificando los tumores mamarios mas frecuentes en grados
crecientes de malignidad (ej. Carcinoma in situ, Carcinoma complejo, Carcinoma
simple etc.). Posteriormente se incorporaron modificaciones de acuerdo con el tejido
de origen: epitelial, mioepitelial, 0 mesenquimal (Misdorp, 2002). La mayoria de los
tumores de glandulas mamarias son de origen epitelial simple, algunos sin embargo,
pueden tener mas de un tipo de tejido como ser tejido epitelial y mioepitelial
(tumores complejos) o con areas de cartilago y hueso (tumores mixtos).
Recientemente, la clasificacion de la OMS, fue revisada y actualizada (Goldschmidt
et al. 2011), incluyéndose algunos cambios en la nomenclatura y clasificacion como
por ejemplo el carcinoma cribiforme y el comedocarcinoma, los cuales estaban
anteriormente dentro de los carcinomas in situ. Se incorporaron otras nuevas
entidades recientemente descriptas como el carcinoma inflamatorio o el carcinoma
micropapilar. Hiperplasia lobulillar regular (adenosis) (Goldschmidt et al. 2011);
pero los criterios generales establecidos para la clasificacion de los tumores
mamarios no han cambiado (Cuadro I)

Cuadro | Clasificacion de los tumores mamarios segin Misdorp et al. (1999).
Por columna los tumores malignos estan en orden creciente de malignidad (arriba
hacia abajo).

Tumores Malignos Tumores Benignos Lesiones no clasificadas
Carcinoma in situ no infiltrativo Adenoma simple Displasia mamaria
Carcinoma complejo Adenoma basaloide Hiperplasia ductal
Carcinoma simple Adenoma complejo Hiperplasia lobular (lobulillar)
Carcinoma tabulo-papilar Fibroadenoma Fibrosis focal,
Carcinoma solido Papiloma ductal Ectasia ductal
Carcinoma anaplasico Tumor mixto benigno Ginecomastia

Tipos especiales de
carcinomas

Carcinoma de células fusiformes.

Carcinoma con diferenciacién
escamosa

Carcinoma mucinoso

Carcinoma rico en lipidos

Sarcomas

Fibrosarcoma

Osteosarcoma

Condrosarcoma

Carcinosarcoma

1.7. Factores asociados al desarrollo del cAncer mamario

El desarrollo de neoplasias en la glandula mamaria es hormono-dependiente,
el riesgo de padecer tumores mamarios es 0,05% para las perras esterilizadas antes
del primer celo, 8% después del primero y 26% después de 2 o mas celos, indicando
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el importante rol de las hormonas esteroides ovaricas en la carcinogénesis mamaria
temprana (Sorenmo, 2003; Sorenmo et al. 2011). El desarrollo de tumores mamarios
se previene mediante ovariectomia antes de los dos afios y medio de edad; en apoyo
de esto se reporto, que del 99,5% de los tumores mamarios de perras, el 90% son en
enteras (Misdorp, 1988; Rutteman, 1988; Gobello & Corrada, 2001). La
ovariectomia, después de los dos afios de edad reduce el riesgo de desarrollar
tumores benignos pero tiene poco o ningun efecto sobre la aparicion de tumores
malignos, presentando un riesgo similar que en perra no castrada (Schneider et al.
1969). La ovariectomia efectuada en el momento o después de la remocion
quirdrgica del tumor no ha demostrado tener influencia sobre el curso de la
enfermedad clinica y sus metéastasis (Pérez Alenza et al. 2000). La sobrevida en
perras castradas simultdneamente o dentro de los dos afios de realizada la
mastectomia fue un 45% mayor, que en perras enteras u ovariectomizadas al menos
dos afios antes de la aparicion del tumor (Schneider et al. 1969; Misdorp, 2002).

En el Hospital de Facultad de Veterinaria (UdelaR) entre los afios 2005 a
2010, los tumores de mama de perra de 6 a 10 afios representaron el 68 % de todos
los tumores (Pessina et al. 2012) incidencia similar a la reportada internacionalmente.
En los paises anglosajones donde es habitual la ovariectomia, la incidencia de los
tumores de mama es practicamente inexistente; esto habla del importante rol que
juegan las hormonas esteroides ovaricas sugiriendo que probablemente los cambios
cruciales para la carcinogénesis mamaria se producen entre el primer y cuarto celo;
aungue la neoplasia se haga visible macroscopicamente varios afios después (Knapp
et al. 2002; Kitchel, 2003; Hedlund, 2009).

Los machos raramente son afectados (representando un 1% de incidencia de
los tumores) generalmente, los tumores son malignos (Gobello & Corrada, 2001) y
estan asociados con la presencia de un tumor testicular en las células de Sertoli que
produce E (Schneider et al. 1969; Brodey et al. 1983; Moulton et al. 1990; Misdorp,
2002; Lana et al. 2007). La menor incidencia en machos se explicaria por el escaso
desarrollo de tejido mamario. En la perra, la edad media al diagndstico es de 10 afios,
no es frecuente la aparicion de tumores mamarios en perras menores de 4 afios
(Misdorp, 1988), sin embargo las hiperplasias se presentan entre 2-4 afios (Pérez
Alenza et al. 2000). A los 6 afios el riesgo de desarrollar tumores mamarios aumenta
(Pérez Alenza et al. 2000; Sorenmo et al. 2009) y después de los 14 afios la
incidencia de desarrollo de tumores mamarios benignos disminuye y aumenta la de
los malignos (Moulton et al. 1990).

Dentro de las razas de pequefio porte la Caniche, Caniche Toy, Maltes,
Chihuahua, Beagle, Dachshund, West Highland White Terrier, Yorkshire Terrier,
Bichon Frise tienen mayor riesgo para el desarrollo de tumores mamarios. De las de
talla mediana la English Springer y Cocker Spaniel, son mas afectadas y las de talla
grande la Setter Irlandés, Pointer, Lebrel Afgano, Ovejero Aleméan (Sorenmo et al.
2011). Sin embargo en contraposicion a Sorenmo et al. (2011), se reportd que razas
como la Chihuahua y la Boxer presentan bajo riesgo de presentar tumores mamarios
(Hedlund, 2009). En general hay una mayor prevalencia de tumores malignos en
razas de talla grande que de talla pequefia (Solano-Gallego, 2010). La sobre o sub-
representacion de una raza dentro de una poblacién depende fundamentalmente de la
composicion de dicha poblacion lo que explicaria diferentes opiniones en cuanto a la
existencia a la predisposicion racial para el desarrollo de tumores mamarios
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(Sorenmo et al. 2011). El hecho de que ciertas razas tienen un mayor riesgo de
desarrollar tumores mamarios sugiere un componente genético, sin embargo una
mutacion genética comun no se ha reportado en perras. Por otro lado se ha logrado
establecer que muchos de los animales con tumor mamario presentan expresion
disminuida del gen supresor de la proliferacion celular p53 y sobre expresion de
protooncogenes como el c-erbB2 (Sorenmo, 2003).

La obesidad y una dieta rica en grasas en los primeros afios de vida han sido
asociadas con un incremento del riesgo de padecer tumores mamarios y con peor
pronostico en la evolucion de la enfermedad (Sorenmo, 2003). Se encontré un
descenso en la incidencia de tumores mamarios en perras delgadas entre los 9 y 12
meses de edad en relacion a las perras con dieta rica en grasas y obesidad, sugiriendo
que el factor nutricional a edad temprana esta involucrado en el desarrollo del tumor
mamario canino (Sonnenschein et al. 1991).

2. ANTECEDENTES ESPECIFICOS

2.1. Hormonas esteroides ovaricas

Los E y P4 tienen un rol importante en el desarrollo, diferenciacion sexual,
crecimiento, pubertad, en la conducta sexual, la receptividad del dtero al embrion, la
prefiez, el parto y la lactacion. El desarrollo, crecimiento y funcion de la glandula
mamaria, esta bajo los efectos de estas hormonas (Ing et al. 1993). Dichas hormonas
son sintetizadas a partir del colesterol, bajo el control de las gonadotrofinas. Los E y
P4 son mensajeros quimicos, sintetizados principalmente en los ovarios circulan en
sangre unidos a globulinas especificas o0 a la albumina sérica. Debido a su naturaleza
lipidica, estas hormonas atraviesan las membranas celulares por difusién pasiva
(Clark & Mani, 1994).

Los progestagenos (medroxiprogesterona, acetato de megestrol) utilizados
para suprimir el estro, promueven cambios hiperplasicos y neoplasicos en las
glandulas mamarias, aumentando el riesgo de aparicién de tumores mamarios
(Misdorp, 1988; Stovring et al. 1997; Munson & Moresco, 2007). Los tratamientos
con estrogenos utilizados para la interrupcién de la prefiez también aumentan el
riesgo de tumores mamarios, pero el mayor riesgo en la aparicion de tumores
malignos se produce cuando se combina el uso de progestagenos con estrogenos o
cuando se utilizan altas dosis de estas hormonas (Giles et al. 1978; Conncanon et al.
1981; Munson & Moresco, 2007). El crecimiento del tejido tumoral también
involucra factores de crecimiento como el EGF, factor de crecimiento insulina simil
tipo | (IGF-1) y TGF-a, induciendo la patogénesis de los tumores mamarios mediante
un incremento en la proliferacién y diferenciacion celular (Rutterman & Misdorp,
1993; Mol et al. 1996).

2.2. Mecanismo de accidn de los estrdgenos y la progesterona

Los E y P4 ejercen sus acciones en los tejidos blanco a través de la union a
proteinas receptoras especificas (RE y RP, respectivamente). La union de la hormona
al receptor es de alta afinidad, especifica y saturable (nimero de receptores finito)
(Clark & Mani, 1994). Los RE y RP son proteinas de estructura compleja, miembros



de una super familia de receptores nucleares, que comparten una estructura
molecular basica formada por distintos dominios organizados en regiones
funcionales: un dominio que interactia con miembros del aparato de transcripcion;
otro dominio que se une al DNA en los elementos de respuesta hormonal, un
dominio de unién a proteinas de shock térmico, y un dominio de union al ligando
involucrado en la dimerizacion del receptor y en la interaccion con factores de
transcripcion. ElI complejo hormona-receptor actia como factor de transcripcion
activando o reprimiendo genes especificos (sintesis de proteinas, RNAs) (Couse &
Korach, 1999; Nilsson & Gustafsson, 2002).

Ademas de las acciones gendmicas de los E y P4 realizadas a traves de sus
receptores nucleares se han descripto acciones no gendémicas a través de receptores
de membrana (Revelli et al. 1998); estas acciones parecen ser mas rapidas que las
realizadas a través de receptores nucleares y no son sensibles a inhibidores de la
transcripcion (Bramley, 2003; Stormshak &Bishop 2007).

En la mayoria de las especies de mamiferos incluida la perra, se han descrito
dos tipos de RE denominados RE alfa (REa) y RE beta (REp). Estas proteinas son
producto de dos genes diferentes, poseen alta homologia en los dominios de unién al
DNA, homologia parcial en los dominios de union a la hormona y escasa homologia
en los dominios de activacion de la transcripcion (Kuiper et al. 1996; Conneely,
2001). ElI REo es predominante en tracto reproductivo de la hembra, su ablacion
produce infertilidad por defectos en: comportamiento sexual, regulacion
neuroendocrina de las gonadotrofinas, ovulacién, funcion uterina y morfogénesis
pospuberal de la glandula mamaria. EI REpB es predominante en el ovario donde el
REa se expresa en menor cantidad; ambos receptores son importantes para el normal
desarrollo ovarico asi como para la fertilidad de la hembra (Conneely, 2001; Nilsson
& Gustafsson, 2002; Martin de las Mulas et al. 2004).

En la mayoria de las especies de mamiferos; asi como en la perra se han
descrito dos isoformas del RP; llamadas A y B que derivan de un mismo gen con
sitios alternativos de regulacion de su expresion (Conneely, 2001). Las dos isoformas
tienen similar dominio de unién a la hormona y al DNA pero presentan diferencias
en el dominio de activacién de la transcripcion. EI RP-B tiene una secuencia
adicional de aminodacidos en la region N-terminal que tiene una funcion de activacién
de la transcripcion que estd ausente en el RP-A (Conneely, 2001). EI RP-A esta
implicado en las respuestas a la progesterona en el tracto reproductivo de la hembra,
mientras que la isoforma B es necesaria para provocar la respuesta proliferativa
normal y de diferenciacion de la glandula mamaria (Conneely et al. 2003; Conneely
et al. 2008).

2.3. Regulacion de los receptores de estrogenos y progesterona

Las acciones de los E y P4 que implican la transcripcion de genes se realizan
a traves de receptores nucleares especificos. La respuesta de los tejidos efectores a
los E y P4 depende de la concentracion de la hormona circulante y la concentracion
tisular de RE y RP (Clark et al. 1992; Meikle et al. 2004). La concentracion de RE y
RP esta regulada por las propias hormonas. Estas hormonas realizan la regulacion
estimulando o inhibiendo la expresion de genes, incluidos los genes que codifican a
sus propios receptores, es decir los complejos hormona-receptor pueden activar o

10



reprimir genes incluyendo los genes de RE y RP. En general se acepta que los E
unidos a su receptor estimulan la sintesis de los RE y RP y de los mRNA respectivos
(regulacion positiva), mientras que la P4 unida a su receptor inhibe la expresion de
ambos receptores, (regulacion negativa) (Ing et al. 1993; Clark & Mani, 1994). En el
miometrio de ovejas adultas ovariectomizadas y tratadas con E y P4, se demostro que
el tratamiento con E aumento los RE y RP y el tratamiento con P4 disminuyd ambos
receptores (Rexroad, 1981). En ovejas ovariectomizadas el tratamiento con estradiol
aumento el mMRNA de RE y RP, pero la tasa de transcripcion de RE no se modifico
(Ing et al. 1996), probablemente debido a que los E aumentan la vida media del
mRNA por un mecanismo post transcripcional (Ing & Ott, 1999; Ing, 2005). Este
aumento de la vida media del mMRNA de REa seria debido a que los E estimulan la
sintesis de proteinas como la AUF1p45 que se unen al mensajero del receptor
estabilizandolo (Ing et al. 2008). La regulacion en menos del REa seria debida a la
induccion de la protedlisis (Preisler-Mashek et al. 2002). La prote6lisis de los
receptores nucleares es realizada en el proteosoma 26S (enzima multicatalitica)
(Powers et al. 2010).

El efecto estimulador de los E e inhibidor de P4 sobre la expresion de RE y
RP concuerda con el perfil de distribucion de RE y RP encontrados durante el ciclo
estral (en diferentes tejidos efectores y diferentes especies). Los niveles de RE y RP
son altos alrededor del estro, cuando predominan los E, mientras que en la fase luteal
cuando predomina la P4 los niveles de ambos receptores son bajos (Clark & Mani,
1994; Meikle et al. 2004). Esto se ha demostrado en Gtero, hipofisis y cérvix de la
oveja (Miller et al. 1977; Rexroad, 1981; Tasende et al. 2005; Rodriguez-Pifién et al.
2008) y en Utero de perra (Vermeirsch et al. 2002; Donnay et al. 1995b), y glandula
mamaria de perra (Donnay et al. 1995b).

2.4. Receptores de estrogenos y progesterona en la glandula mamaria normal

Como ya se dijo, las hormonas esteroides ovaricas tienen un rol importante en
el desarrollo, crecimiento y funcién de la glandula mamaria. Estas acciones de los E
y la P4 se ejercen a través de sus receptores nucleares especificos (RE, RP
respectivamente) (Ing et al. 1993; Clark & Mani, 1994). Los E y P4 ademas, de ser
esenciales para el desarrollo y funcion de la glandula mamaria normal, estan
implicados en el desarrollo de cancer de mama (Henderson et al. 1988, Conneely,
2001; Nilsson & Gustafsson, 2002; Anderson, 2002). Se demostré que pacientes con
deficiencia de aromatasa, (fundamental para la sintesis de E) no desarrollan tejido
mamario a la pubertad, sin embargo el tratamiento con E induce desarrollo mamario
normal, demostrando que los E son fundamentales para el desarrollo de glandula
(Nilsson & Gustafsson, 2002). Ratones REa knock-out tienen desarrollo defectuoso
de la glandula mamaria debido a la falta del efecto estimulador de los E sobre el
epitelio y el estroma mamario. Este efecto de los E puede ser directo o indirecto a
través de factores de crecimiento como el EGF, el RP o el receptor de prolactina
(Nilsson & Gustafsson, 2002). Por otro lado, se reportd que ratones con RP o
receptor de prolactina knock-out en epitelio mamario, tienen inadecuada formacion
de alveolos y conductos mamarios (Conneely et al. 2008) demostrando que la P4 y la
prolactina estan involucradas en el desarrollo y remodelacion de la glandula
mamaria.
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Los RE y RP se han estudiado por inmunohistoquimica en tejido mamario
normal en diferentes especies. Esta técnica permite identificar, localizar y estimar la
intensidad de inmunomarcado a los receptores, pero no los cuantifica. Inmunotincion
a REa y RP en tejido conectivo y epitelios alveolar y de conductos fue reportada en
glandula mamaria normal de perra (Millanta et al. 2005) bovinos (Schams et al.
2003), ovinos (Colitti & Parillo, 2013) y a REa en roedores (Shyamala et al. 2002).
Sin embargo Manee-in et al. (2010) no encontraron tincién a REa ni a RP en tejido
conectivo en glandula mamaria de perras normales durante el ciclo reproductivo y
sugieren que las células del tejido conectivo no serian blanco de accion de las
hormonas esteroides ovéricas. Tampoco se reportd tincion a REa ni RP en tejido
conectivo en la glandula mamaria de mujeres (Anderson, 2002), primates no
humanos (Cheng et al. 2005) y cabras (Moroni et al. 2007).

Durante el ciclo reproductivo de la perra se reportd que la inmunotincion a
REa y RP en la glandula mamaria fue mayor en la fase folicular que luteal (diestro
medio), los niveles més altos de P4 coincidieron con los niveles mas bajos de ambos
receptores (Manee-in et al. 2010). En anestro los niveles de REa fueron similares a
los del diestro y los de RP similares a los de la fase folicular y los niveles circulantes
de P4 fueron basales (Manee-in et al. 2010). La concentracién de RP fue menor en la
fase luteal temprana (coincidente con los mayores niveles de P4 circulante) que en
las otras fases del ciclo, la concentracion de RE fue mayor en la fase luteal media que
en los otros estadios del ciclo (Donnay et al.1995b). En la glandula mamaria de
mujeres y cabras no encontraron diferencias en la tincién a RP entre la fase folicular
y luteal (Soderqvist et al. 1993; Moroni et al. 2007). Contrariamente, en la glandula
mamaria de roedores reportaron que la tincion a REoa y RP fue menor en la fase
luteal que en la fase folicular (Shyamala et al. 2002).

2.5. Receptores de estrogenos y progesterona en la glandula mamaria tumoral

Como ya fue mencionado los RE y RP estan implicados en el desarrollo de
cancer de mama (Conneely, 2001; Nilsson & Gustafsson, 2002; Anderson, 2002).
Mas del 70% de los tumores mamarios humanos son REa positivos y su crecimiento
depende de los estrogenos (Nilsson & Gustafsson, 2002). EI RP unido a su ligando
puede modular la expresion de la GH en la glandula mamaria contribuyendo a su
proliferacion y diferenciacion; sin embargo durante la transformacion maligna esta
regulacion se puede perder (Lantiga-van Leeuwen, 2000). La determinacién de REa
por inmunotincién en tumores mamarios caninos es considerada un factor prondstico,
aceptado como una herramienta importante para la prediccion y prondstico de la
terapia hormonal en el cancer de mama (Misdorp, 1988; Nieto et al. 2000; Martin de
las Mulas et al. 2005; Mariotti et al. 2013). La activacion selectiva del RP-A podria
limitar efectos proliferativos adversos de la P4 en el tejido glandular mamario
(Conneely et al. 2008). Ademas la presencia de ambos receptores y sus
concentraciones debe ser considerado como el principal responsable de la
modulacion de la respuesta de los tejidos diana a las hormonas esteroides ovaricas y
factores de crecimiento (Donnay et al.1993).

En tumores benignos y malignos se detectd inmunomarcado a REa en el
nucleo de células epiteliales (Graham et al. 1999; Millanta et al. 2005, Manee-in et
al. 2009), y mioepiteliales (Nieto et al. 2000; Martin de las Mulas et al. 2005;
Millanta et al. 2005; Port Louis et al. 2012) y a RP en epitelios alveolar y de
conductos (Martin de las Mulas et al. 2005; Millanta et al. 2005; Manee-in et al.
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2009; Port Louis et al. 2012), y en tejido conectivo (Millanta et al.2005; Port Louis et
al. 2012). Se considera que muestras de tejido mamario con un 5% de
inmunomarcado a REa y/o RP son positivas (Millanta et al. 2005; Martin de las
Mulas et al.2000; Mariotti et al. 2013). En los tumores benignos el grupo mas comun
fue REa negativo, RP positivo y REP positivo; en los malignos el grupo mas comin
fue REa negativo, RP negativo y REP positivo ¥ no hubo asociacion entre el REa y
RP con REP, sugiriendo que el REP se expresa en los tumores benignos y malignos
independientemente del status de REa y RP (Port Louis et al. 2012). Por el contrario
Martin de las Mulas et al (2005) report6 que el grupo de tumores benignos fue REa y
RP positivo y el de malignos fue REa negativo y RP positivos. Sin embargo se
reportd que 4 de 8 tumores benignos y 2 de 4 malignos fueron REa y RP negativos
(Manee-in et al. 2009). Geraldes et al (2000) no detectd6 inmunomarcado a REa en
tumores mamarios benignos ni malignos, pero los tumores malignos RP negativos
tuvieron una tasa mayor de proliferacion que los positivos, sugiriendo que la
progresion a la malignidad en los tumores mamarios espontaneos se acompafa por
una disminucion en la dependencia hormonal. En displasias y tumores benignos el
inmunomarcado a REa fue mayor que en malignos; ademas, en perras con tumores
malignos e historia clinica de pseudoprefiez el inmunomarcado a REa fue mayor que
las que no tenian ese antecedente (Nieto et al. 2000). ElI inmunomarcado a REa
también fue mayor en hiperplasia y tumores benignos que en malignos y no hubo
diferencia en el inmunomarcado a RP entre displasias y tumores benignos pero fue
menor en los malignos (Millanta et al. 2005).

Ademas, la concentracién de RE y RP en tumores mamarios se estudié por ensayos
de union (Hamilton, 1977; Rutterman et al. 1988; Donnay, 1993; Donnay et al.
1995a). La concentracion de receptores expresada en fmol/mg de proteinas
citosélicas considerada para asignarle a los tumores la condicion de “positivos” fue >
5 para RE y RP (Rutterman et al. 1988); > 2 (Donnay et al. 1995a) y > 2 y > 5 para
RE y RP respectivamente (Inaba et al. 1984). Se reporto sitios de unién para E y P4
de alta afinidad. Los valores de Kd reportados son 0.4 - 2.5y 0.3 - 5.8 nM (Inaba et
al. 1984). 0.26 y 0.56 nM (Donnay et al. 1995a) y < 5y 0.5 nM (Rutterman et al.
1988) para RE y RP respectivamente. Aproximadamente el 80% de los tumores y 95
% del tejido normal expresa concentraciones detectables de RE y RP o ambos
(Donnay et al. 1995a). La concentracion de RE y RP fue menor en carcinomas que
en los otros tipos de tumores (Donnay et al. 1993). La mediana de la concentracién
(fmol/mg de proteinas) de RE fue mayor en tejido normal que tumoral (46 vs 27) y la
de RP fue mayor en tejido tumoral que normal (77 vs 57) (Donnay et al. 1995a). Para
Rutterman et al. (1988) los tumores RE o RP positivos también fueron los mas
frecuentes y la concentracion de ambos receptores fue mayor en tumores benignos
qgue malignos. Sin embargo, solo nueve de trece tumores benignos y cuatro de
catorce malignos fueron RE y RP positivos (Inaba et al. 1984) y dieciséis de sesenta
y cuatro tumores benignos y treinta y cuatro de sesenta y cinco malignos fueron RE
positivos y no hubo diferencias en la concentracion de RE (no reportan los valores)
entre tumores benignos y malignos (Hamilton, 1977).

Los estudios de hormono sensibilidad (en términos de receptores) del tejido
mamario canino normal y tumoral han dado resultados contradictorios y en nuestro
pais no se cuenta con este tipo de trabajos a pesar de la alta incidencia de tumores
mamario que presenta la perra.
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3. HIPOTESIS

La expresion de RE y RP en la gldndula mamaria normal dependeria de los
niveles de las hormonas esteroides ovaricas en las diferentes etapas del ciclo.

En los tumores mamarios caninos la expresion de RE y RP estaria vinculada a
la transformacion y progresion tumoral.

4. OBJETIVO GENERAL

Estudiar la distribucion de RE y RP en la glandula mamaria normal y en
glandula mamaria con diferentes tipos de tumores.

5. OBJETIVOS ESPECIFICOS

Determinar la concentracion de P4 sérica en perras normales durante el ciclo
reproductivo y antes de la pubertad, y en perras adultas enteras y castradas con
tumores mamarios.

Estudiar la presencia y distribucion de REa y RP por inmunohistoquimica en
los diferentes tipos celulares de la glandula mamaria de perras sanas, prepuberes y
adultas enteras durante el ciclo y en perras enteras y castradas con tumores
mamarios.

Determinar la concentracion de RE y RP y su afinidad a E y P4 por ensayos
de unién en glandula mamaria de perras normales durante el ciclo reproductivo y
antes de la pubertad y en perras adultas enteras y castradas con tumores mamarios.

Estudiar si existe relacion entre la concentracion RE y RP en el tejido
mamario normal y tumoral.

Determinar si existe relacion entre la expresién RE y RP en tejido mamario y
los niveles circulantes de P4 en perras normales y en perras con tumores mamarios.

6. ESTRATEGIA DE LA INVESTIGACION

En la perra existe una alta incidencia en la presentacion de tumores mamarios
que representan entre 25-50% de todos los tumores. Los tumores mamarios en su
mayoria estan vinculados a las hormonas esteroides ovaricas. Ademas, perra es
considerada un modelo para el estudio de la de tumores mamarios humanos, sin
embargo hay pocos trabajos y en nuestro pais no existe ninguno que documente la
concentracion y distribucion del RE y RP en el tejido mamario canino. A los efectos
de conocer la concentracion y distribucion del RE y RP en el tejido mamario canino
normal y tumoral se realizaron dos disefios experimentales:
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6.1. Disefio en perras normales

Fue realizado en hembras caninas sanas enteras en diferentes etapas del ciclo.
Se estudio el estadio del ciclo reproductivo por citologia vaginal y por los niveles
circulantes de P4. También se investigo la concentracion, localizacion y distribucion
de los RE y RP en el tejido mamario canino de todos los animales.

6.2. Disefio en perras con tumores mamarios

Fue realizado con hembras caninas adultas enteras y castradas con tumores
mamarios. Se investigd la concentracion de P4 circulante, la histopatologia y la
concentracion, localizacion y distribucion de los RE y RP en tejido mamario tumoral
de todos los animales.

7. MATERIALES Y METODOS

7.1. Disefio en perras normales

Se utilizaron 12 hembras caninas adultas sanas enteras entre 9 meses a 8 afos
de edad y 4 prepuberes entre 5 a 8 meses. Todas de raza cruza, de una clinica
veterinaria privada de la ciudad de Montevideo; en la que se le realizd
ovariohisterectomia por linea media. Todos los animales fueron evaluados durante la
consulta por el médico veterinario que realizo la cirugia mediante examen objetivo
general y particular para poder determinar el estado de salud.del paciente. Se registro
la edad, raza, tiempo desde el ultimo celo, presencia y/o nimero de pariciones y
afecciones reproductivas asociadas. Siete de las 12 adultas habian tenido un parto, 4
fueron nuliparas y de 1 no se tuvo informacion. Se realizo la observacion de la
vagina para evaluar su aspecto macroscopico, turgencia, edematizacion, congestion y
presencia de corrimientos. Esta informacién junto con el andlisis de la citologia
vaginal y los niveles de P4 circulantes se utilizaron para clasificar el estadio del ciclo
reproductivo en que se encontraban los animales (Edens & Health, 2005; Wanke &
Gobello, 2006; Feldman & Nelson, 2007; Rehm et al. 2007).

7.2. Disefio en perras con tumores mamarios

Se utilizaron 22 perras adultas, 15 enteras (de las razas: 4 cruza, 3 Ovejero
Aleman, 2 Bbxer, 2 Déberman, 2 Cocker, 1 caniche. y 1 Bulldog) y 7 castradas (3
Cruza, 1 Rottweiler, 1 Pekinés, 1 Déberman y 1 Ovejero Aleman) comprendidas en
un rango de 5 a 14 afios. Estos animales concurrieron a la consulta en la policlinica
del Centro Hospital de la Facultad de Veterinaria, fueron evaluados sistematicamente
durante la consulta registrandose en la historia clinica del animal, la edad, raza,
condicion fisioldgica entera o castrada, tiempo desde el ultimo celo, presencia y/o
numero de pariciones, afecciones reproductivas asociadas y evolucion del proceso
tumoral. De las perras enteras con tumor maligno 5/9 eran nuliparas, 2/9 tuvieron
partos y 2/9 sin dato, en los benignos 2/4 nuliparas y 2/4 tuvieron partos y en las
hiperplasias 2/2 fueron nuliparas. En las perras castradas con tumores malignos 1/1
tuvo 2 partos, con tumores benignos 3/3 nuliparas, en las hiperplasias 2/3 nuliparas y
1/3 tuvo 1 parto. De las perras nuliparas 2 tenian pseudoprefiez.
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A todos los animales se les realizo 3 radiografias de torax (dos incidencias
laterolaterales una izquierda, una derecha y una ventrodorsal) para descartar la
presencia de metastasis pulmonares. El resultado de este estudio es de valor
pronostico y fue considerado para decidir si el paciente era sometido a cirugia
ablatoria del tumor, método de eleccion de tratamiento si el estudio radioldgico no
evidencia metastasis y si no se han diseminado mas alla del tejido mamario y linfo
nodulos adyacentes. Siendo la técnica quirurgica el tratamiento recomendado para
aproximadamente la mitad de las neoplasias mamarias malignas. Posterior a la
cirugia es importante un control periddico para determinar la posible recurrencia de
la neoplasia (Knapp et al. 2002). En ninguno de los animales de este trabajo se
evidenciaron metastasis, por lo que se realizo la ablacion de los tumores, que fueron
usados en este estudio.

7.3. Muestras de exudado vaginal en perras normales

Se obtuvieron muestras de exudado de la vagina con hisopos a lo largo del
borde superior de los labios vulvares. Los hisopos se rotaron sobre portaobjetos y se
cubrieron con otros portaobjetos para proteger las muestras hasta llegar al
laboratorio. En el laboratorio, se le retiraron los portaobjetos que las cubrian y se
tifieron con azul de metileno al 1% para la clasificacion en los distintos estadios del
ciclo reproductivo por citologia vaginal. En acuerdo con Edens & Health, (2005);
Wanke & Gobello, (2006); Feldman & Nelson, (2007); Rehm et al. (2007).

7.4. Muestras de sangre y tejido mamario en perras normales y con tumores
mamarios

7.4.1 Muestras de sangre

Antes de las cirugias se tomaron muestras de sangre por veno puncion de la
vena safena de las perras normales y con tumores mamarios. Las muestras fueron
centrifugadas a 1000 g durante 10 minutos y el suero obtenido fue almacenado a -
20°C hasta su procesamiento para la determinacion de la concentracion de P4 por
RIA.

7.4.2 Muestras de tejido de la glandula mamaria normal y tumoral

Una vez anestesiados los animales se procedi6 a la obtencion de las muestras
de glandula mamaria inguinal. De las perras sanas fueron obtenidas en el momento
de la ovariohisterectomia por linea media y de las tumorales en el momento de la
cirugia. Las muestras fueron disecadas (libre de piel grasa y sangre) y se
fraccionaron en dos partes, una parte de cada muestra se almacend a -80°C, para
estudiar la capacidad de union de los E y la P4 a su receptor correspondiente. La otra
parte de las muestras se fijo en paraformaldehido al 4% (pH=7,4) durante 72 horas y
posteriormente se incluyeron en bloques de parafina fueron cortados con un espesor
de 5 micrometros y fueron montadas en laminas portaobjetos silanizadas para estudiar
la distribucién de RE y RP en el tejido normal y tumoral. Los cortes de las muestras
de tejidos normales también se tifieron con hematoxilina y eosina para estudios de
histologia del tejido mamario y clasificacion en los distintos estadios del ciclo
reproductivo. Dichos estudios se realizaron con el apoyo y supervision de Dr. Danilo
Fila. Los cortes de las muestras de tejidos tumorales se tefiieron con hematoxilina y
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eosina y se realizd el diagndstico anatomopatoldgico, de acuerdo al criterio de
Misdorp et al (1999) y Goldschmidt et al (2011) dicho diagnostico se realizd en el
Departamento de Patologia del Laboratorio Regional Este del DILAVE, Treinta y
Tres con la supervision y apoyo del Dr. Fernando Dutra.

7.5. Determinacion de la concentracion de progesterona sérica en perras
normales y con tumores mamario

Se realizd en las muestras de suero de perras sanas enteras, ciclando y
prepuberes y perras con tumores mamarios enteras y castradas. La medida de la
concentracion de P4 se realizd por RIA en fase solida utilizando el kit comercial
Coat-A-Count; DPC, Los Angeles, CA, USA (Donnay et al. 1995b; Mainee in et al.
2010, lturralde et al. 2013).Todas las muestras se determinaron por duplicado en el
mismo ensayo, siguiendo el protocolo del fabricante. La sensibilidad fue 0,03 ng/mL
y los coeficientes de variacion intraensayo para los controles, bajo (0,76 ng/mL)
medio (2,26 ng/mL) y alto (10,7 ng/mL) fueron menores a 10%. Las determinaciones
de P4 se realizaron en el laboratorio de Técnicas Nucleares de la Facultad de
Veterinaria, UdelaR.

Los niveles de P4 circulantes fueron utilizados para la clasificacion de los animales
en los diferentes estadios del ciclo reproductivo (Concannon et al. 2009; Concannon,
2011).

7.6. Determinacion de REo y RP por inmunohistoquimica en glandula mamaria
normal y tumoral

La presencia y distribucion de REo y RP se realizd por la técnica
inmunohistoquimica avidina-biotina-peroxidasa (Meikle et al. 2000, Hermo et al.
2010) en las muestras de tejido mamario normal y tumoral, en el laboratorio de
Bioquimica de Facultad de Veterinaria. Los bloques de parafina obtenidos se
cortaron de un espesor de 5 micrémetros y se montaron en portaobjetos. Las laminas
fueron desparafinadas con xilol durante 20 minutos y rehidratadas con etanol 100%,
95% y 70% durante 5 minutos. Posteriormente fueron pre tratadas en microondas con
citrato de sodio 0.01 M pH=6 por 10 minutos y se dejaron enfriar durante 30 minutos
a temperatura ambiente. Después se lavaron en buffer PBS 0.01 M pH=7,4 y Triton
0,1 % durante 10 minutos. La actividad inespecifica de las peroxidasas endogenas
fue bloqueada con peroxido de hidrogeno al 3% en metanol por 10 minutos a
temperatura ambiente. Se lavaron nuevamente en buffer PBS 0.01 M pH =74y
Triton 0,1 % durante 10 minutos. Las laminas fueron incubadas por 30 minutos en
una camara himeda a oscuras a temperatura ambiente con suero de caballo normal
(NHS: Vectastain ABC-KIT, Elite, Cat # PK-6102) diluido en PBS 0.01 M pH=7 4.

Se utilizé anticuerpo primario anti-REa (anticuerpo monoclonal de raton, Cat
No. sc -787; Santa Cruz Biotechnology, Santa Cruz, CA, USA) diluido 1/25 en PBS
e incubado por una hora. El anticuerpo anti-RP (de raton, Cat. No 18-0172, Zymed,
South San Francisco, CA, USA) fue diluido 1/100 en PBS. Los controles negativos
se obtuvieron reemplazando el anticuerpo primario por suero inespecifico de raton
(IgG de raton Cat No sc-2025, Santa Cruz, Biotecnology California, USA). Se
realizd la incubacion de las muestras con anticuerpo secundario (IgG biotinilado,
equino anti-raton, Vectastain ABC-KIT) diluido en NHS para REa y RP. A
continuacion los tejidos se incubaron con el complejo avidina-biotina-peroxidasa
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(ABC) (Vectastain Elite; Vector Lab) durante 60 minutos a temperatura ambiente. La
union del complejo enzimatico fue visualizado con 3,3"diaminobenzidina en H,0,
(DAB kit Vector Lab Cat#4100,), un cromogeno que produce un precipitado marron
insoluble cuando se incuba junto con la peroxidasa. Las muestras de tejido fueron
contra coloreadas con hematoxilina, deshidratadas con etanol 70%, 95%, 100%
durante 5 minutos y colocadas en xilol durante 20 minutos antes de ser montadas con
Pertex. (Histolab, Gothenburg, Sweden).

7.7. Andlisis de imagenes

La distribucion de REo y RP en muestras de perras normales y con tumores
mamarios se estudio en los siguientes compartimientos histolégicos: tejido conectivo
(TC), epitelios alveolar (EA) y de conductos (EC) de la glandula mamaria, mediante
obtencion de imagenes con el software Infinity Capture en microscopio 6ptico
Olympus BX41. La intensidad de inmunomarcado a REa y RP fue evaluada
subjetivamente por dos observadores independientes que desconocian que muestras
estaban evaluando (Sosa et al. 2004). Se analizaron diez campos para cada
compartimiento celular con aumento de 400x. El score de la intensidad de
inmunomarcado se evalué de acuerdo a la siguiente escala: negativo (-), leve (+),
moderado (++) o intenso (+++), si no se evidenciaba tincion, si se evidenciaba
marrén leve, marron o marrdn oscuro respectivamente. La intensidad de
inmumomarcado se expresd como un score y se calculé como: 1 xnl +2 xn2 + 3 X
n3, donde n es la proporcion de células por campo que exhiben tincion: leve (nl),
moderado (n2) e intenso (n3) (Boos et al. 1996). Los controles negativos también
fueron incluidos en el anélisis.

7.8. Ensayos de unién de RE y RP en glandula mamaria normal y tumoral

La concentracién de RE y RP se determind por la técnica bioquimica de
maultiples puntos, en el laboratorio de Bioquimica de Facultad de Veterinaria. Los
resultados de cada ensayo de unién se analizaron por el modelo de Scatchard inverso
(Braunsberg, 1984; Garo6falo & Tasende, 1996). Las muestras de tejido mamario
normal y tumoral se laminaron congeladas, se homogeneizaron en un
homogeneizador Polytron Kinematica PT 10-35 a 27000 rpm en buffer de ensayo en
una relacion 1/10 (p/v). El buffer de ensayo utilizado fue TRIS 50 mM, EDTA 1,5
mM, DTT 1 mM, Na,MoO, 16,5 mM y Glicerol 10% v/v de Sigma, pH=7,4. Cada
muestra fue homogeneizada tres veces durante cinco segundos con intervalos de un
minuto entre cada homogeneizacion. La homogeneizacion asi como todos los
procedimientos posteriores se realizaron entre 0-4 °C. Los homogeneizados se
centrifugaron a 1100g durante 10 minutos en centrifuga Sorvall Evolution RC vy los
sobrenadantes se centrifugaron a 50000g durante 1 hora obteniéndose la fraccién
citosolica.

La union total se determino incubando por duplicado alicuotas de la fraccion
citosolica con 5-6 concentraciones crecientes de (2,4,6,7 3H)-E2-17B (*H-E2), 86
Ci/mmol (0,15 a 15 nM) para RE o *H-ORG-2058 (16a-ethyl-21-hydroxy-19-
nor[6,7,3H]pregn4en-3,20-dione), 40 Ci/mmol (0,25 a 30 nM) para RP (Amersham
Internacional Buckinghamshire, England). En paralelo, las mismas muestras se
incubaron por duplicado, con un exceso de 200 veces de diethylstilbestrol (DES) no

18



marcado para RE 0 ORG-2058 no marcado para RP, para determinar la union no
especifica. Luego de 18 horas de incubacion, los esteroides libres fueron separados
por el método de carbon-dextrano conteniendo 1% carbon (p/v), dextrano 0,1% (p/v)
(Dextran T-70; Pharmacia, Uppsala Sweden) en buffer de ensayo. La radioactividad
del sobrenadante fue contada en liquido de centelleo (Ready Safe scintillation de
Beckman Instruments, Fullerton, CA, USA). La unidn especifica se obtuvo restando
la unidn inespecifica a la union total. Los resultados se analizaron por el modelo de
Scatchard inverso (Braunsberg, 1984) que permite calcular la constante de
disociacion aparente (Kd, nM) y la concentracion de receptores que se expreso en
fentomoles por miligramo de proteinas citosolica (fmol/mg proteinas) y en
fentomoles por miligramo de tejido (fmol /mg tejido).

En perras adultas, el analisis de los resultados de los ensayos de unién
expresados en fmol/mg de tejido, dieron resultados similares a los expresados
fmol/mg proteinas, por lo tanto los resultados se presentaron en fmol/mg proteinas.
En perras prepUberes se presentaron expresados en fmol/mg de tejido debido a que la
concentracion de proteinas citosolicas fue menor a 1 mg/mL.

La concentracién de proteinas de la fraccién citosolica se midié por el método
de Lowry usando Albiumina Sérica Bovina (BSA, fraccion V de Sigma) como
estandar (Lowry et al. 1951).

La concentracion de proteinas y la cantidad de tejido utilizado en los ensayos
de unidon se correlacioné positivamente (r=0,70, n=16, P=0,0024 y r=0,88; n=22;
P<0,0001 para glandula mamaria normal y tumoral respectivamente) indicando que
el procedimiento de extraccion fue similar en las diferentes muestras de tejido
mamario.

Los RE y RP in vivo estan situados en el nicleo (Perrot-Applanat et al. 1992).
Se ha demostrado que después de la ruptura del tejido y las células, durante el
proceso de homogenizacion, toda la actividad de union aparece en la fraccion
citosolica (Martin & Scheridan, 1982). En acuerdo con esto se reportd que la
concentracion de receptores en la fraccion nuclear (pellet) representd menos del 10%
y la fraccion citosélica (sobrenadante) mas del 90 % del contenido total de receptores
(Meikle et al. 2000). La expresion “citosélica” se refiere al sobrenadante obtenido
después de la homogenizacion y centrifugacion diferencial del tejido en la cual
medimos la concentracion de receptores en este trabajo.

7.9. Andlisis estadistico

La concentracion de P4 circulante y la concentracion de RE y RP y la
cantidad de RE y RP en los diferentes compartimentos histoldgicos fueron analizadas
por ANOVA utilizando el procedimiento mixto de Statistical Analysis System (SAS
Institute inc., Cary, NC, USA). En el modelo estadistico se incluyeron los efectos de
observador, compartimiento histoldgico, situacion fisiologica de la perra o tipo de
tumor. Se realizo el test de correlacién de Pearson para estudiar la relacién entre la
concentracion de RE y RP, y la concentracion de P4 y la concentracion de REy RP y
cantidad de tejido y la concentracion de proteina citosélica. Los resultados fueron
expresados como la media + error estandar de la media (media £ EEM). El nivel de
significacion fue P<0,05, salvo que se especifique lo contrario.
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8. RESULTADOS EN GLANDULA MAMARIA DE PERRAS
NORMALES

8.1. Clasificacion de las perras normales en los distintos estadios del ciclo

Las perras que presentaron predominio de células intermedias y parabasales,
pocas células superficiales con cantidad moderada de neutrdfilos cuyas mamas
presentaron proliferacion de conductos dilatados y lobulillos pequefios fueron
consideradas en proestro (n=3) (Figuras 2 y 3). Presencia de muchas células
superficiales y anucleares y escasa cantidad de células intermedias y tejido mamario
con pocos conductos, se clasificaron en estro (n=2). Muestras que contenian células
intermedias y parabasales pequefias, con pocas células superficiales y tejido mamario
con gran desarrollo de conductos y lobulillos se determinaron en diestro (n=4). Las
perras con menor cantidad de células parabasales e intermedias y con alvéolos
mamarios reducidos en tamafo y escasa secrecion se clasificaron en anestro (n=3)
(Figuras 2 y 3). En las perras de 5 a 8 meses de edad se observé tejido mamario
rudimentario. Esto fue consistente con la informacion aportada por los propietarios,
en relacion a que dichos animales nunca habian manifestado sintomas de actividad
reproductiva, por lo tanto se clasificaron en prepuberes (n=4). En la citologia vaginal
de estos animales se evidenciaron muy pocas células parabasales e intermedias.
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Figura 2. Citologia vaginal de perras en diferentes estadios del ciclo reproductivo,
tincion con azul de metileno, 100x. A) Proestro: células intermedias (flechas
blancas), parabasales (flechas negras) y neutrofilos (flechas rojas). B) Estro:
células superficiales (gris). C) Diestro: células intermedias pequefias (flechas
negras). D) Anestro: células parabasales (flecha negra) e intermedias (flecha
blanca).
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Figura 3. Histologia del tejido mamario canino en distintos estadios del ciclo: A)
Proestro: dilatados (flecha negra) y pequerfios lobulillos (flecha roja). B) Estro: pocos
conductos (flecha azul) rodeados de adipocitos, con presencia de vasos Yy
extravasacion de globulos rojos (flecha gris). C) Diestro: gran desarrollo de
conductos (flecha negra) y formacion de lobulillos (flechas rojas). D) Anestro:
grupos alveolares con poca secrecion (flechas amarillas).

8.2. Concentraciones de progesterona sérica en perras normales

Se encontro efecto de la etapa del ciclo reproductivo sobre la concentracion
de P4 sérica (P=0,03). La concentraciéon de P4 sérica fue mayor en diestro que en
proestro, estro, anestro y en la prepubertad (Cuadro I1).

Cuadro Il. Concentraciones de P4 sérica en perras normales.
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: P P4 sérica
Situacion fisioldgica (ng/mL, mediat EEM )
Proestro (n=3) 0.91 + 0.02(a)
Estro (n=2) 2.81+1.42 (a)
Diestro (n=4) 31.67 + 8.60 (b)
Anestro (n=3) 0.25 £ 0.04(a)

Prepubertad (n=4) 0.48+£0.14 (a)

a, b indican diferencias significativas (P<0,05) entre las diferentes
situaciones fisioldgicas.

8.3. Distribucion e intensidad de inmunomarcado a REa en glandula mamaria

normal

En los animales adultos se detectd inmunomarcado a REa en los ntcleos del
tejido conectivo de 10 muestras, en epitelio alveolar de todas muestras y en epitelio
de conductos en 11 muestras (Figura 4). Los controles negativos no presentaron
inmunomarcado a REa (Figura 4). No se encontr6 efecto de observador, en la
intensidad de inmunomarcado a REa.

Figura 4. A) Intensidad de inmunomarcado a REa en tejido conectivo (TC), epitelio
alveolar (EA) y epitelio de conductos (EC) de la glandula mamaria canina, 400x; el
inmunomarcado a REa (coloracion marréon) en el nucleo celular del tejido mamario
(leve, moderada, e intensa). B) Control negativo (nucleos de coloracién azul).

Se encontro efecto de estadio del ciclo en el epitelio de conductos (P=0,013)
y de compartimiento histolégico (P=0,037) en la intensidad de inmunomarcado a
REa. La intensidad de inmunomarcado a REa fue mayor en epitelio alveolar que en
tejido conectivo (0,117 + 0,026, 0,044 = 0,013, media £ EEM) respectivamente,
P=0,011) no hubo diferencias entre tejido conectivo y epitelio de conductos (0,077 +
0,016 media £ EEM) ni entre epitelios alveolar y de conductos.
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Durante el ciclo la intensidad de inmunomarcado a REa en epitelio de
conductos fue mayor en anestro que en proestro, estro y diestro (P<0,007), no hubo
diferencias en la intensidad de inmunomarcado a REa en tejido conectivo y epitelio
alveolar entre proestro, estro, diestro y anestro (Figura 5).

No se detecté inmunomarcado a REa en las muestras de tejido mamario en
perras prepuberes.

0,25 1
OTC DEA mEC

0,20 1

0,15 1

0,10

0,05 4 T

Intensidad de inmunomarcado a REa

0,00 T T T
Proestro Estro Diestro Anestro

Figura 5. Intensidad de inmunomarcado a REa (media + EEM) en tejido
conectivo (TC), epitelio alveolar (EA) y epitelio de conductos (EC) de la
glandula mamaria canina en proestro (n=3), estro (n=2), diestro (n=4) y
anestro (n=3). a b, indican diferencias en epitelio de conductos para
diferentes estadios (P<0,05).

8.4. Distribucion e intensidad de inmunomarcado a RP en glandula

mamaria normal

Se detecté inmunomarcado a RP en tejido conectivo de 5 muestras, y en
epitelio alveolar y de conductos de 10 muestras. Los controles negativos no
presentaron inmunomarcado a RP (Figura 6). No se encontro efecto de observador en
la intensidad de inmunomarcado a RP. Se encontro efecto de estadio del ciclo en
tejido conectivo (P=0,011) y de compartimiento histoldgico (P=0,0038) sobre la
intensidad de inmunomarcado a RP.
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Figura 6. A) Intensidad de inmunomarcado a RP en tejido conectivo (TC), epitelio
alveolar (EA) y epitelio de conductos (EC) de la glandula mamaria canina 400x; el
inmunomarcado a RP (coloracion marrén) en el nicleo celular del tejido mamario
(leve, moderada, e intensa). B) Control negativo (nicleos de coloracién azul).

La intensidad de inmunomarcado a RP fue mayor en epitelio alveolar que en
tejido conectivo y epitelio de conductos (0,037 + 0,008, 0,011 + 0,006, 0,011 + 0,003
medias £ EEM respectivamente, P<0,004) no hubo diferencias entre tejido conectivo
y epitelio conductos.

Durante el ciclo la intensidad de inmunomarcado en el tejido conectivo fue
mayor al estro que en el proestro (P<0,02), no se detect6 inmunomarcado a RP en
diestro y anestro. No hubo diferencias en la intensidad de inmunomarcado a RP en
epitelios alveolar y de conductos entre proestro, estro, diestro y anestro (Figura 7).

No se detecté inmunomarcado a RP en las muestras de tejido mamario en
perras prepuberes.
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Figura 7. Intensidad de inmunomarcado a RP (media + EEM) en tejido
conectivo (TC), epitelio alveolar (EA) y epitelio de conductos (EC) de la
glandula mamaria canina en proestro (n=3), estro (n=2), diestro (n=4) y
anestro (n=3). a, b indican diferencias para tejido conectivo, (P<0,05). ND
indica que no se detect6 inmunomarcado.

8.5. Concentracién de RE y RP en glandula mamaria normal
En las muestras de glandula mamaria de todos los animales se demostrd
unién especifica, saturable y desplazamiento de la union con las hormonas no

marcadas correspondientes. En la (Figura 8) se muestra una curva de saturacion y en
la (Figura 9) un gréfico de Scatchard inverso de la misma muestra.
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Figura 8. Curva de saturacion de RE ejemplo de uno
de los animales estudiados
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Figura 9. Grafico de Scatchard inverso de RE
ejemplo de la misma muestra de la curva de
saturacion.
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No hubo efecto de la etapa del ciclo sobre los valores de Kd de RE ni de RP.

(Cuadro I11).

Cuadro I11. Valores de Kd (nM) de RE y RP

Animales en: Kd RE Kd RP
(media + EEM) (media £ EEM)
Proestro (n=3) 1,30+ 0,30 0,51 +0,23
Estro (n=2) 1,22 + 0,20 0,93 +0,02
Diestro (n=4) 0,90+0,11 0,86 + 0,37
Anestro (n=3) 0,76 £0,12 0,56 + 0,28
Prepubertad (n=4) 0,72 £0,15 0,52+ 0,15

Hubo efecto de la etapa del ciclo sobre la concentracion de RE (P=0,0002).
La concentracion (fmol/mg de proteinas) de RE fue menor en las perras en diestro
que en proestro, estro y anestro (P<0.0005 (Figura 10).

Hubo efecto de la etapa del ciclo sobre la concentracion de RP (P=0,001). La
concentracion de RP también fue menor en diestro que en proestro (P=0,05) y estro
(P<0,0006) y no se diferencio del anestro; y en estro fue mayor que en proestro

(Figura 10).
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Figura 10. Concentracion de RE y RP (fmol/mg de proteinas, media +
EEM) en tejido mamario canino en proestro (n=3), estro (n=2), diestro
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(n=4) y anestro (n=3). Para el mismo receptor y diferente estadio
diferentes letras indican diferencias (P<0,05).

8.6. Concentracion de RE y RP en glandula mamaria de perras prepuberes

En la glandula mamaria de las perras prepuberes se detectd unién especifica a
RE y RP. La concentracion de proteina en las muestras fue menor a 1mg/mL en
acuerdo con el escaso desarrollo del tejido mamario.

La concentracion de receptores expresada en fmol/mg de proteinas en las
perras prepuberes “seria” mucho mayor que en las adultas mientras que expresado en
fmol/mg de tejido es menor que en las adultas (0,33 + 0,08, 1,29 + 0,16
respectivamente para RE, P=0,005 y 0,34 + 0,11, 0,69 £ 0,07 para RP
respectivamente P=0,029). En las perras prepuberes los resultados se muestran
expresados en fmol/mg de tejido, para compararlos con los de las perras adultas
(Cuadro 1V). La concentracion de RE fue similar a las del diestro y la de RP similar a
la del anestro, que fueron los menores valores encontrados en las perras adultas.

Cuadro IV. Concentracion (fmol/mg tejido) de RE y RP en glandula mamaria de
perras normales.

RE RP
(media £ EEM) (media £ EEM)
Proestro (n=3) 1,53+ 0,18 (a*) 0,73+0,17(a ™
Estro (n=2) 1,35 + 0.005 (a) 0,97 £ 0,13 (a)
Diestro (n=4) 0,75 = 0.05(b*) 0,74 + 0,07 (a)
Anestro (n=3) 1,71+ 0,47 (a) 0,41 + 0,06 (b")
Prepuberes (n=4) 0,33 £ 0,08 (b) 0,34 +£0,11 (b)

Por columna a, b indican diferencias significativas (P<0,05), * indica tendencia
P=0.08.

La concentracion de RE y P4 se correlacionaron negativamente (r=-0,58,
n=16, P=0,02). No se encontr6 correlacion entre la concentracion de RP y P4. Se
encontrd tendencia a correlacion positiva entre la concentracion de RP y RE (r=0,45,
n=16, P=0,08).

9. DISCUSION DE LOS RESULTADOS EN GLANDULA
MAMARIA NORMAL

La concentracion de P4 circulante fue mayor en el diestro que en proestro,
estro y anestro en acuerdo con lo reportado en perras durante el ciclo reproductivo
(Concannon, 2011; Iturralde et. al 2013). Los valores de P4 encontrados en los
animales estudiados estan de acuerdo con etapa del ciclo y la actividad ovarica que
corresponde.

En las muestras de glandula mamaria de perras prepuberes no encontramos
inmunomarcado a REa ni a RP en ninguno de los tres compartimientos histoldgicos
estudiados, esto podria deberse a que la concentracién de ambas proteinas receptoras
antes de la pubertad no sea suficiente para su deteccion por inmuhistoquimica. Sin
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embargo se reportd inmunotincién a ambos receptores en glandula mamaria de
terneras (Connor et al. 2005) y corderas (Colitti & Parillo, 2013) prepuberes
utilizando los mismos anticuerpos primarios. Estas diferencias pueden deberse a que
son especies distintas, 0 a que las terneras prepuberes podrian tener un mayor
desarrollo de tejido mamario que las perras prepuberes en las que se report6 que el
tejido glandular mamario apenas fue diferenciable de la dermis antes del inicio del
primer ciclo estral (Chandra et al. 2010). Los bajos niveles de concentracion de RE y
RP en perras prepuberes concuerdan con el escaso desarrollo mamario de estos
animales y explican en parte que no hayamos detectado inmunomarcado a ninguno
de los dos receptores. No encontramos trabajos en tejido mamario de perras
prepuberes con quien comparar este trabajo.

Se observo inmunomarcado a REa en los nucleos de las células del tejido
conectivo, epitelios alveolar y de conductos en las muestras de tejido mamario, en los
diferentes estadios del ciclo reproductivo; para RP se detectd inmunomarcado en
todos los compartimientos durante el proestro y el estro; y solo para epitelio alveolar
y de conductos durante diestro y anestro. Sin embargo Manee-in et al. (2010) no
encontraron tinciéon a REa ni a RP en tejido conectivo en glandula mamaria de perras
normales durante el ciclo reproductivo y sugieren que las células del tejido conectivo
no serian blanco de accidn de las hormonas esteroides ovaricas. Tampoco se reporto
tincion a REa ni RP en tejido conectivo en la glandula mamaria de mujeres
(Anderson, 2002), primates no humanos (Cheng et al. 2005), bovinos (Schams et al.
2003) y cabras (Moroni et al. 2007). Por el contrario, inmunotincion a REa y RP en
tejido conectivo y epitelios alveolar y de conductos fue reportada en glandula
mamaria normal de perra (Millanta et al. 2005) ovinos (Colitti & Parillo, 2013) y a
REa en roedores (Shyamala et al. 2002). Estos resultados y los nuestros sugieren que
los tres compartimientos histoldgicos estudiados son blanco de accion de las
hormonas esteroides ovaricas.

La distribucion de REa y RP en tejido conectivo, epitelios alveolar y de
conductos vario en los estadios del ciclo reproductivo estudiados. No encontramos
publicaciones que reporten como se distribuye la intensidad de inmunomarcado a
REa ni de RP en tejido conectivo y epitelios alveolar y de conductos de glandula
mamaria normal de perra en los diferentes estadios del ciclo. La mayor intensidad de
inmunomarcado a REa. en epitelio alveolar en proestro y en epitelios alveolar y de
conductos en anestro en relacion al tejido conectivo, sugiere que los epitelios son
mas sensibles a los estrégenos que el tejido conectivo. Estos resultados sugieren que
los RE y RP del epitelio y del estroma participan en los cambios que sufre la
glandula mamaria en las diferentes etapas del ciclo. Por otro lado en ratones en la
glandula mamaria en desarrollo, la concentracion de RP y la modulacién del RP por
los estrogenos parecen estar restringida al epitelio (Haslam & Shyamala, 1981). Por
el contrario, se sugirié que la regulacion del desarrollo de la glandula mamaria en
roedores esta mediada por los RP del estroma y del epitelio (Humphreys et. al. 1997),
indicando que existe una interconexion-funcion entre los RE y RP del epitelio y del
estroma.

En los ensayos de union de RE y RP se demostré union especifica y de alta
afinidad en todas las muestras estudiadas. Los valores de Kd fueron similares en los
diferentes estadios del ciclo reproductivo incluidas las perras prepuberes. Estos
valores de Kd son similares a los reportados en ovinos en Gtero (Miller et al. 1977,
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Rexroad, 1981; Meikle et al. 2004; Tasende et al. 2005), cérvix (Rodriguez-Pifidn et
al. 2008) y en la perra en tejido uterino y mamario (Donnay et al. 1995 a,b). Sin
embargo utilizando la metodologia de ensayos de unién Hamilton (1977) no detecto
RE en glandula mamaria normal de perra, y no especifica en que situacion fisiologica
se encontraban los animales.

Nosotros encontramos menor concentracion de RE y RP en diestro (fase
luteal) en relacion al proestro y estro (fase folicular). Nuestros resultados concuerdan
con la menor inmunotincion a REa y RP (Manee-in et al. 2010) y con la menor
concentracion de RP (Donnay et al.1995 b) reportada en la mitad del diestro en
relacién al estro y al proestro. Por el contrario no se encontraron diferencias en la
concentracion de RE entre diestro, estro y proestro (Donnay et al. 1995 b). Nosotros
encontramos que en anestro la concentracion de RE fue mayor y la de RP fue similar
que en diestro. Sin embargo en anestro la concentracion de RE fue similar y la de RP
mayor a la del diestro (Donnay et al. 1995 b). Manee-in et al. (2010) también
reportaron que en anestro la inmunotincién a REa es menor y la de RP es mayor que
en diestro. Estas diferencias pueden ser debidas a variaciones en la longitud del ciclo
estral entre diferentes razas y a variaciones individuales entre los animales. Por otro
en la glandula mamaria de mujeres y cabras tampoco encontraron diferencias en la
tincién a RP entre la fase folicular y luteal (Soderqvist et al. 1993; Moroni et al.
2007). Contrariamente, en la glandula mamaria de roedores reportaron que la tincion
a REa y RP fue menor en la fase luteal que en la fase folicular (Shyamala et al.
2002).

El perfil de concentracion de RE y RP en nuestro trabajo concuerda con lo
reportado por Donnay et al. (1995 b) en tejido uterino de perras durante el ciclo
reproductivo. Pero no concuerda con lo reportado por estos autores en glandula
mamaria ya que no encuentran diferencias en la concentracién de RE y RP entre
proestro, estro y la fase luteal temprana, a pesar de que reportaron la mayor
concentracion de P4 en esta fase.

Los mayores niveles de RE y RP en proestro y estro en relacion al diestro y
anestro se acompafian por los menores niveles de P4 circulantes y los mayores
niveles de E circulantes. Esto concuerda con la regulacion de la expresion de RE y
RP, se acepta que los E estimulan la sintesis de ambos receptores y que la P4 la
inhibe (Clark & Mani, 1994).

10. RESULTADOS EN TUMORES MAMARIOS
10.1 Histopatologia de los tumores mamarios

Las muestras de tumores de las perras enteras y castradas fueron clasificadas
en: benignos, malignos e hiperplasias. Dentro de las perras enteras fueron: benignos
n=4 (2 adenomas complejos, 1 adenoma simple mioepitelial, 1 fibroadenoma);
malignos n=9 (1 tumor mioepitelial, 2 adenocarcinoma tubular simple, 1
adenocarcinoma, 1 carcinoma tubular, 1 carcinoma de tipo mixto, 1 carcinoma
anaplasico, 1 carcinoma simple sélido, 1 carcinoma tubular simple); e hiperplasias
n=2 (1 hiperplasia lobulillar, 1 Hiperplasia epitelial tubular). En las perras castradas
se clasificaron en benignos n=3 (1 adenoma simple, 1 adenoma tubular simple, 1
tumor mixto benigno); maligno n=1 (1 carcinoma anaplésico) e hiperplasias n=3

31



(hiperplasia lobulillar regular, hiperplasia lobulillar, hiperplasia ductal) (Figuras 11 y
12).

T

AR

Figura 11. Histologia del tejido mamario tumoral canino, tincion con hematoxilina y
eosina, 100x. Tumores Benignos. A) Adenoma simple. B) Adenoma complejo. C)
Hiperplasia lobulillar.

Figura 12. Histologia del tejido mamario tumoral canino, tincién con hematoxilina y
eosina, 100x. Tumores Malignos. A) Carcinoma tubular. B) Carcinoma solido. C)
Carcinoma anaplésico.

10.2. Concentracion de progesterona sérica en perras con tumores mamarios

Se encontré efecto del estadio del ciclo reproductivo (P<0,0001) sobre la
concentracion de P4 sérica. La concentracion de P4 sérica fue mayor en diestro que
en proestro, estro, anestro y castradas (Cuadro V).

Cuadro V. Concentraciones de P4 (ng/mL) sérica en perras con tumores mamarios

P4 sérica
Perras en (ng/mL, mediax EEM )
Proestro (n=4) 0,51 +£0.03 (a)
Estro (n=3) 7,92 £2.26 (b)
Diestro (n=2) 29,60 + 7.21 (c)
Anestro (n=3) 1,24 £0.30 (a)
Castradas (n=7) 1,15+ 0.28 (a)

Diferente letra para los diferentes estadios indican diferencias significativas
(P<0,05).
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Los niveles de P4 circulantes en los 2 animales con pseudoprefiez (uno con
tumor benigno y uno con tumor maligno) fueron 2,08 + 0.45 ng/mL, media £ EEM).

Estos dos animales no fueron incluidos en los andlisis de P4 junto con los de
diestro y tampoco fueron incluidos en los analisis de receptores de los tumores
benignos y malignos porque la patologia agregada (pseudoprefiez) puede afectar los
resultados (Nieto et al. 2000) y los diferencia de otros animales.

10.3. Distribucion e intensidad de inmunomarcado a REa en tumores mamarios

de perras enteras

Se detectdo inmunomarcado a REa en el tejido conectivo, epitelial alveolar y
de conductos en las muestras de glandula mamaria inguinal de las perras estudiadas
(n=12). Los controles negativos no presentaron inmunomarcado a REa (Figura 13).

B y

Figura 13. A) Intensidad de inmunomarcado a REa. en tejido conectivo (TC),
epitelio alveolar (EA) y de conductos (EC) de la glandula mamaria tumoral canina
400x; el inmunomarcado a REa se visualiza de color marrén en el nicleo de las
células con tincién leve, moderada o intensa. B) Control negativo, el nacleo celular
se visualiza de color azul.

Se encontrd efecto de tipo de tumor (P=0,0003), compartimento histoldgico
(P=0,0002) e interaccion entre ambos en la intensidad de inmunomarcado a REa
(P=0,0003). La intensidad de inmunomarcado (media £ EEM) a REa fue mayor en
tumores benignos (0,220 + 0,16) que malignos (0,056 + 0,027) e hiperplasias (0,050
+ 0,02) (P<0,001) y no hubo diferencias entre los tumores malignos e hiperplasias.
La intensidad de inmunomarcado a REa fue mayor en tejido conectivo (0,220 +
0,05) que epitelios alveolar (0,06 + 0,017) y de conductos (0,05 £ 0,014) (P<0,0004)
y no hubo diferencias entre epitelios de conductos y alveolar.

En los tumores benignos el inmunomarcado a REa fue mayor en tejido
conectivo que epitelios alveolar y de conductos (P<0,0001). En los tumores malignos
e hiperplasias no hubo diferencias en la intensidad de inmunomarcado entre los
compartimentos estudiados (Figura 14).
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Figura 14. Intensidad de inmunomarcado a REo (media *
EEM) en tejido conectivo (TC), epitelio alveolar (EA) y de
conductos (EC) en tumores benignos (n=2), malignos (n=8) e
hiperplasias (n=2). a, b indican diferencias para un mismo tipo
de tumor vy diferente compartimento histolégico (P<0,05), x, y
indican diferencias para el mismo compartimiento histologico y
diferente tipo de tumor.

En relacion a los diferentes tipos de tumores, la intensidad de inmunomarcado
fue mayor en tejido conectivo de tumores benignos que malignos e hiperplasias
(P<0,0001). La intensidad de inmunomarcado en epitelios alveolar y de conductos
fue similar en los tumores benignos, malignos e hiperplasias (Figura 14).

En los 2 animales con pseudoprefiez (uno con tumor benigno y uno con tumor
maligno) el inmunomarcado a REa (media + EEM) en el tejido conectivo, epitelios
alveolar y de conductos fue 0,133 = 0,08, 0,033 + 0,013, 0,058 + 0,003
respectivamente.

10.4. Distribucion e intensidad de inmunomarcado a RP en tumores mamarios

de perras enteras

Se detecté inmunomarcado a RP en el nicleo de tejido conectivo, epitelios
alveolar y de conductos en las muestras de glandula mamaria tumoral inguinal de las
perras estudiadas (n=12). Los controles negativos no presentaron inmunomarcado a
RP. (Figura 15)
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Figura 15. A) Intensidad de inmunomarcado a RP en tejido conectivo
(TC), epitelio alveolar (TA) y de conductos (EC) 400x; el
inmunomarcado a RP se visualiza de color marrén en el nicleo celular
con tincion leve, moderada o intensa. B) Control negativo (nucleos de
color azul).

No se encontro efecto de tipo de tumor (0.030 £ 0.008, 0.024 + 0.010, 0.048
+ 0.025 inmunomarcado a RP, media + EEM para tumores benignos, malignos e
hiperplasias respectivamente), se encontré tendencia de compartimento histoldgico
(P=0,089) sobre la intensidad de inmunomarcado a RP. La intensidad de
inmunomarcado (media £ EEM) a RP tendio a ser mayor en el epitelio de conductos
en las hiperplasias que en los tumores malignos (Figura 16).
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Figura 16. Intensidad de inmunomarcado a RP (media + EEM)
en tejido conectivo (TC), epitelio alveolar (EA) y de conductos
(EC) en tumores benignos (n=2), malignos (n=8) e hiperplasias
(n=2). # indica tendencia (P=0,089).
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En los 2 animales con pseudoprefiez el inmunomarcado a RP (media = EEM)
en el tejido conectivo, epitelios alveolar y de conductos fue 0,013 + 0,008, 0,050 +
0,010, 0,025 + 0.020) respectivamente.

No hubo efecto de la etapa del ciclo sobre la distribucién ni sobre la
concentracion de RE ni de RP en perras con tumores mamarios.

10.5. Distribucion e intensidad de inmunomarcado a REa y RP en tumores
mamarios de perras castradas

De las siete muestras, en una (tumor maligno) no se pudo determinar REa
porque se perdio la misma, en todas las demas, se detecté inmunomarcado. No hubo
diferencias en la intensidad de inmunomarcado a REa (media £ EEM) entre tumores
benignos (0,08 £ 0,024 n=3), e hiperplasis (0,11 £ 0,077 n=3). Tampoco hubo
diferencias en la intensidad de inmunomarcado en los tres compartimientos
estudiados (0,12 + 0,06, 0,05 £ 0,008, 0,12 + 0,02 para tejido conectivo, epitelios
alveolar y de conductos respectivamente).

En relacion al RP, de las siete muestras de tumores en una (benigno) no se
pudo determinar RP porque se perdid la muestra. Se detectdé inmunomarcado en las
muestras. No hubo diferencias en la intensidad de inmunomarcado (media EEM)
entre tumores benignos (0,033 + 0,017 n=2) malignos (0,0033, n=1) e hiperplasias
(0,06 £ 0,047, n=3). Tampoco hubo diferencias en la intensidad de inmunomarcado
en los tres compartimientos estudiados (0,026 + 0,012, 0,042 + 0,040, 0,028 + 0,016
para tejido conectivo, epitelios alveolar y de conductos respectivamente).

10.6. Concentracion de RE y RP en tumores mamarios de perras enteras

En todas las muestras de glandula mamaria tumoral se demostré union
especifica, saturable y desplazamiento de la unién con las hormonas no marcadas
correspondientes. Los valores de Kd para RE y RP fueron similares en los tumores
benignos, malignos e hiperplasias (Cuadro VI).

Cuadro VI Valores de Kd (nM) de RE y RP en perras enteras con tumores

mamarios
Tumores Kd RE (nM) Kd RP (nM)
(media £ EEM) (media £ EEM)
Tumores Benignos (n=3) 0,75+0,16 1.29 + 0,26
Tumores Malignos (n=8) 0,52 £0,09 1,26 + 0,19
Hiperplasias (n=2) 0,89 +0,14 1,22 £ 0,26

Hubo efecto del tipo de tumor sobre la concentracién de RE (P=0,002). En
los tumores benignos la concentracidn fue mayor que en malignos (P=0,0005) y que
en hiperplasias (P=0.03). La concentracion de RE en los tumores malignos y en la
hiperplasia fue similar (Figura 17). No hubo efecto del tipo de tumor sobre la
concentracion de RP (Figura 17). No hubo efecto de la etapa del ciclo sobre la
concentracion de RE ni de RP en las perras con tumores mamarios.
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Figura 17. Concentracion de RE y RP (fmol/mg de proteinas,
media £ EEM) en tumores benignos (n=3), malignos (n=8) e
hiperplasias (n=2) Para el mismo receptor y diferente tipo de
tumor a, b indican diferencias (P<0,05).

Los Kd (nM media £ EEM) en las 2 perras con pseudoprefiez fueron: 1,12 +
0,49 1,67 £ 0.14 para RE y RP respectivamente. La concentracién de receptores
(fmol/mg proteinas, media + EEM) fueron: 13 + 4, 52 + 7 para RE y RP
respectivamente.

10.7. Concentracion de RE y RP en tumores mamarios de perras castradas

No hubo efecto del tipo de tumor sobre los valores de Kd de RE ni de RP, ni
sobre la concentracion de RE ni de RP (Cuadro VII).

Cuadro VII. Valores de Kd (nM) y concentracion de RE y RP
(fmol/mg proteinas) en perras castradas con tumores mamarios

Kd (nM) Concentracion
(media £ EEM) (fmol/mg proteinas)
(media = EEM)
Tumores RE RP RE RP

Benignos | 1,33+0.18 | 1,94 + 0,06 22+2 36+38

(n=3)
Malignos 0,30 1,23 11 13
(n=1)
Hiperplasias | 0,81£0.19 | 1,23+0,18 | 42+14 52+ 20
(n=3)

Considerando todos los animales con tumores (enteras y castradas), no se
encontro correlacion entre los niveles circulantes de P4 y la concentracion de RE ni
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de RP. Se encontrd correlacion positiva entre la concentracion de RP y RE (r=0,72,
n=22, P=0,0002).

Considerando todos las perras enteras con tumores (n=13) y las sanas adultas
(n=12); la concentracion de RE (fmol/mg proteinas, media +tEEM) en las perras con
tumores fue menor (16 + 2.58) que en perras normales (46 £ 5.74) (P<0,0001) y la
concentracion de RP no se diferencio.

11. DISCUSION DE RESULTADOS EN TUMORES MAMARIOS

Del estudio y clasificacion de las muestras de tejido tumoral surge que en las
perras enteras el 60% de los tumores fueron malignos, este porcentaje es similar al
reportado por Pérez Alenza et al. (2000) que encontraron entre un 41 y 53%. En las
perras castradas la frecuencia de tumores malignos fue muy baja en acuerdo con el
efecto beneficioso de la ovariectomia (Misdorp, 1988; Rutteman, 1988; Gobello &
Corrada, 2001).

La concentracién de P4 circulante fue mayor al diestro que en las demas
etapas del ciclo estudiadas, estos resultados estdn en acuerdo con lo reportado por
(Manee-in et al. 2010; Concannon, 2011).

En nuestro trabajo se detectd inmunomarcado a REa y RP en los nucleos de
las células del tejido conectivo, tejido epitelial alveolar y de conductos en las
muestras de tumores mamarios, benignos, malignos e hiperplasias de perras enteras y
castradas. Nuestros resultados estan de acuerdo con reportes previos donde también
se encontro inmunomarcado a REa y RP en tejido conectivo, epitelios alveolar y de
conductos (Millanta et al. 2005, Mariotti et al 2013) y células positivas a REa en
tejido conectivo y epitelial (Graham et al. 1999). Sin embargo otros autores solo
detectaron inmunomarcado a REa y RP en epitelios alveolar y de conductos (Martin
de las Mulas et al. 2005; Manee-in et al. 2009; Port Louis et al. 2012) e
inmunomarcado a REa solo en las células epiteliales alveolares y de conductos
(Nieto et al. 2000). Los trabajos que reportan inmunomarcado en conectivo y
epitelios utilizan el mismo anticuerpo primario y los que no reportan inmunomarcado
en tejido conectivo utilizan otros anticuerpos primarios, esto sumado a la
heterogeneidad de los tumores explica en parte las diferencias antes mencionadas
(Pefia et al. 2012). Encontramos diferencias en la distribucion de la intensidad de
inmunomarcado a REa en tejido conectivo, epitelios alveolar y de conductos en los
tumores de perras enteras. Hubo tendencia a diferencias en la distribucién de RP en
el epitelio de conductos. No encontramos publicaciones que reporten como se
distribuye la intensidad de inmunomarcado a REa ni a RP en tejido conectivo y
epitelios alveolar y de conductos en glandula mamaria tumoral.

En los tumores benignos la intensidad de inmunomarcado a REa fue mayor
en el tejido conectivo que en ambos epitelios. La mayor inmunotincion a REa del
tejido conectivo que rodea al tumor podria estar vinculada a la capacidad de
transformacion maligna (Graham et al. 1999). En apoyo de esto nosotros
encontramos que la intensidad de inmunomarcado a REa en tejido conectivo fue
menor en tumores malignos que en benignos e hiperplasias. EI RP en epitelio de
conductos tendié a ser menor en tumores malignos que hiperplasias. Esto esta
parcialmente en acuerdo con Millanta et al. (2005) que reportan que la inmunotincion
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a RP decrece progresivamente en hiperplasias, tumores benignos y tumores
malignos. En tumores malignos el inmunomarcado a REo fue menor que en
benignos, estos resultados estan de acuerdo con el menor inmunomarcado a REa en
tumores malignos que benignos reportado por Nieto et al. (2000). Nosotros no
encontramos diferencias en el inmunomarcado a RP entre tumores malignos y
benignos a diferencia de lo reportado por otros autores (Rutterman et al. 1988;
Millanta et al. 2005; Mariotti. et al. 2012).

En nuestro trabajo todas las muestras tuvieron una concentracion de RE y RP
mayor a 2 y 5 fmol/mg prot respectivamente, por lo tanto consideramos todas las
muestras positivas (Donnay et al. 1995a; Inaba et al. 1984). Similares resultados
fueron reportados previamente (Millanta et al. 2005; Mariotti et al. 2013). Sin
embargo Manee-in et al. (2009) reportaron que solo el 50% de los tumores mamarios
fueron positivos a ambos receptores. Por otro lado Martin de las Mulas et al. (2005)
encontraron que los tumores benignos fueron REa y RP positivos y los malignos
REa negativos y RP positivos. Sin embargo Port Louis et al. (2012) reportaron que
los tumores benignos fueron RE negativos y RP positivos y los malignos negativos a
ambos receptores. Estas diferencias pueden explicarse en parte por el uso de
diferentes anticuerpos primarios, aunque nosotros utilizamos un anticuerpo primario
diferente al de Millanta et al. (2005). La heterogeneidad de los tumores mamarios asi
como el ndmero de casos estudiados también explicaria las diferencias en los
resultados.

En las perras con pseudoprefiez (una con tumor benigno y otra maligno) el
inmunomarcado a REa y RP fue similar al de las perras con tumores malignos.
Martin de las Mulas et al. (2005) y Mariotti et al. (2013) no encontraron relacién
entre la intensidad del inmunomarcado a RE y RP y la condicion de pseudoprefiez.
Sin embargo Nieto et al. (2000) reportaron mayor inmunomarcado a REa en perras
con tumores malignos con historia clinica de seudoprefiez sugiriendo un posible
efecto beneficioso del estado hormonal en las perras con pseudoprefiez.

En las perras castradas no encontramos diferencias en la intensidad de
inmunomarcado a REa y RP entre tumores benignos malignos e hiperplasias. Sin
embargo se report6 que perras ovariectomizadas con tumores mamarios tienen menor
inmunomarcado REa que las enteras Nieto et al. (2000). En nuestro trabajo de 7
animales solo uno presento tumor maligno y esto estd de acuerdo con que la
castracién temprana previene el desarrollo del tumor mamario (Misdorp, 1988;
Rutteman, 1988; Gobello & Corrada, 2001). Por el contraro Mariotti (2013) reportd
que, el grado de malignidad no se correlaciona con la condicion de entera o castrada,
ni la edad al momento del diagnostico del tumor, sin embargo la ovariectomia antes
del primer celo se sigue recomendando (Sorenmo et al. 2011).

Los valores de Kd para RE y RP fueron similares en los diferentes tumores
estudiados y similares a los de las perras normales. Nuestros resultados son similares
a los reportados para ambos receptores en tejido mamario canino tumoral (Inaba et
al. 1984; Rutterman et al. 1988; Donnay, 1995 a), sugiriendo que estamos midiendo
la misma proteina y que el factor fundamental en la capacidad de respuesta del tejido
es la concentracién de proteinas receptoras.
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Nosotros detectamos RE y RP en las muestras de tejido tumoral y la
concentracion de RE fue menor en tumores malignos que en benignos e hiperplasias,
y en la de RP no hubo diferencias, esto estd en acuerdo con lo reportado por
Rutterman et al. (1988) y parcialmente de acuerdo con Donnay et al. (1993) que
reportaron que la concentracion de RE y RP en carcinomas fue menor que en otros
tumores. Donnay et al. (1995 a) reportaron que aproximadamente el 80% de los
tumores fueron positivos a RE a RP 0 ambos y menos de un 20% de los tumores
expresa un solo tipo de receptor. Sin embargo Inaba et al. (1984) reportaron que solo
13 de 27 tumores fueron RE y RP positivos considerando benignos y malignos y
Hamilton, (1977) reportd que solo 34 de 65 malignos y16 de 64 benignos fueron RE
positivo. El desacuerdo en los porcentajes de tumores positivos 0 negativos
reportados por los diferentes autores, puede ser debido a diferencias en los puntos de
corte utilizados para el criterio de inclusion como positivos (Inaba et al. 1984;
Rutterman et al. 1988; Donnay et al. 1995 a) y a la heterogeneidad en la presentacion
de los diferentes tumores mamarios (Pefa et al. 2012).

En las dos perras con pseudoprefiez la concentracion de RP fue mas alta que
la que encontramos en las perras normales y con tumores mamarios .Sin embargo
Donnay et al. (1995 a) en once animales estudiados no encontraron diferencias en la
concentracion de RP entre perras con tumores y normales; estas diferencias pueden
explicarse por el nimero de animales estudiados. Por otro lado no se ha podido
comprobar otros factores reproductivos como la irregularidad en los ciclos,
pseudogestaciones, gestaciones o edad del primer parto que influyan de manera
significativa en el riesgo de padecer tumores mamarios (Brodey et al. 1966;
Scheneider et al. 1969).

En las perras castradas no encontramos diferencias en la concentracion de RE
ni RP entre tumores benignos malignos e hiperplasias. Se report6 una casuistica de
tres (Rutterman et al. 1988) y cuatro animales (Graham et al. 1999) ovariectomizados
con tumores mamarios, pero los autores no reportan las concentraciones de
receptores por lo tanto no tenemos informacion con la cual comparar nuestros
resultados.

12. DISCUSION GENERAL

En este trabajo encontramos que la concentracion de RE fue menor en
glandula mamaria tumoral que normal, y en la de RP no encontramos diferencias.
Similares resultados fueron reportados por Rutterman et al. (1988). Menor expresion
de RE y RP en tejido tumoral maligno que en tejido mamario normal fue reportado
por (Millanta et al. 2005; Mariotti et al. 2013). Por el contrario Manee-in et al.(2009)
no encontraron diferencias en la expresion de RE y RP entre el tejido normal y
tumoral. Diferencias entre los resultados pueden ser debidas a que algunos autores se
refieren a tejido mamario normal cuando utilizan tejido contiguo a la lesion,
controlateral y/o separado de la lesion por una glandula no afectada (Rutterman et al.
1988; Donnay et al. 1993; 1995; Millanta et al. 2005). La menor expresion de RE y
RP en tumores en relacién al tejido normal concuerda con el hallazgo de que los RE
y RP estan presentes en lesiones benignas de tipo hiperplasico o en tumores
benignos, pero disminuyen o no se expresan en los tumores malignos (Ortega et al.
2013).
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La menor expresion de receptores de hormonas esteroides ovaricas en
tumores mamarios caninos malignos que benignos estaria vinculada con la
progresion hacia la malignidad (Geraldes et al. 2000) y con una disminucién tisular
de P4 y un aumento en la proliferacion celular del tejido tumoral (Thurdczy et al.
2007). En acuerdo con esto, Geraldes et al. (2000) no detectaron inmunomarcado a
REa en tejido mamario normal ni tumoral pero los tumores malignos RP negativos
tuvieron una tasa mayor de proliferacion que los RP positivos (medida en términos
de antigeno nuclear Ki-67), sugiriendo que la progresién a la malignidad estaria
vinculada a una pérdida de la hormono dependencia y aumento en el crecimiento
autébnomo del tumor. En apoyo de esto, se reportd que tumores mamarios humanos
RE negativos tuvieron una tasa de proliferacion mayor que los positivos sugiriendo
que la tumorogenesis es paralela con la progresiva hormono independencia (Schmitt,
1995). Esto concuerda con que la desregulacion entre la expresion de REa y la
proliferacion del tejido mamario ocurre a etapas muy tempranas del desarrollo
tumoral mamario humano (Anderson, 2002).

En nuestro trabajo en la glandula mamaria normal la concentracion de RE se
correlacion6 negativamente con la de P4, pero no la de RP y P4. Pero no se encontrd
correlacion entre la concentraciéon de RE ni de RP y los niveles circulantes de P4 en
la glandula mamaria tumoral. Estos resultados sugieren que la expresion de al menos
el RE en las perras normales estd vinculada a los niveles circulantes de P4 sin
embargo en las perras con tumores mamarios no se pudo demostrar este vinculo con
los niveles circulantes de hormonas probablemente debido a la heterogeneidad
tumoral y al bajo de animales estudiados. La correlacion positiva que encontramos
entre la concentracién de RP y RE en perras normales (tendencia) y con tumores
mamarios sugiere una interdependencia entre ambos receptores. Similar correlacion
positiva entre RP y RE en tejido mamario normal y tumoral de perra (tomados del
mismo o diferente animal) fue reportada previamente por algunos autores (Rutterman
et al. 1988; Donnay et al. 1993; 1995 a; Manee-in et al. 2009) mientras que otros no
la encontraron (Millanta et al. 2005; Port Louis et al. 2012) la falta de correlacion
puede ser debida al alto porcentaje de muestras negativas a uno o a ambos receptores.
La dependencia entre REa y RP indica que ambos receptores pueden ser usados para
la prediccion de una terapia hormonal (Manee-in et al. 2009).

Diferencias en el porcentaje de muestras de tejido mamario, positivas a REa
y/o RP entre diferentes trabajos, pueden deberse a: que se tome el 5% de
inmunomarcado (Millanta et al. 2005; Martin de las Mulas et al.2000; Mariotti et al.
2013), 5% del promedio de intensidad ponderado (Nieto et al.2000) o 5 fmol/mg prot
(concentracion por ensayos de union, Inaba et al. 1984; Rutterman et al. 1988;
Donnay et al. 1995a). En nuestro trabajo considerando solo el porcentaje de
inmunomarcado solo 7 de 32 y 2 de 32 muestras fueron positivas, mientras que
considerando el promedio de intensidad ponderado 21 de 32 y 6 de 32 fueron
positivas para REa y RP respectivamente y por ensayos de union todas las muestras
fueron positivas para ambos receptores, por lo tanto el analisis de los ensayos de
inmunohistoquimica que consideren en promedio de intensidad ponderado se
aproximan mas a los estudios de la concentracion de los receptores y serian mas
adecuados para estimar la positividad de las muestras.

Los grupos mas frecuentes de tumores mamarios reportados son REa y PR
positivo entre los benignos y REa negativo y PR positivo los malignos, sugiriendo
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que las vias relacionadas con los estrogenos y con las progestinas pueden
proporcionar dianas eficaces para el tratamiento del cancer de mama (Martin de las
Mulas et al 2005). EI tamoxifeno (inhibidor selectivo de receptores de estrégenos) es
una de las drogas mas usadas en el mundo en el tratamiento de cancer de mama
humano (Gelman, 1996), sin embargo su uso en el tumor mamario canino tiene
efectos secundarios tales como piometra, hiperplasia vaginal, incontinencia urinaria,
fiebre y alopecia, que limitan su uso (Misdorp. 1988; Rutterman & Misdorp, 1993).
A pesar de esto, considerando el potencial terapéutico para aumentar la tasa de
sobrevida de perras con tumores mamarios se recomendd una dosis de 0,8 mg de
tamoxifeno/kg peso corporal/dia durante al menos 120 dias combinado con
ovariohisterectomia para evitar la aparicion de efectos secundarios (Tabares et al.
2010). Mas recientemente se desarrollaron nuevas drogas que tienen en cuenta que
las formas de ERa difieren entre humano, perro y gato, pero el principal sitio de
union al ligando es el mismo. El bazedoxifeno, un nuevo SERM demostrd ser el
mejor antagonista de los estrégenos e inhibidor de ERa en todas las especies
(humano, perro, gato). Para los perros y gatos también son recomendados
Neohesperidina, dihidrochalcona y Schreiber2 (Toniti et al. 2011).

Por otro lado en el tratamiento de tumores de glandula mamaria de caninos
positivos a RP se ha planteado el uso de antiprogestagenos (Misdorp, 1988). El
aglepristone (antiprogestageno) no prolongé el tiempo de supervivencia general en
perras con metastasis pulmonares (con historia de mastectomia previa), sin embargo
los autores del trabajo no descartan que con otro esquema de tratamiento pudiera
tener un efecto beneficioso (Hermo et al. 2010). Recientemente se plante6 que la
ausencia de la expresion de RP en el cancer de mama debe ser re-evaluada,
considerando el RP como un biomarcador de mal pronéstico incluso en muestras RE
positivas y dichos pacientes deben ser considerados para una terapia sistémica
adicional (Purdie et al. 2013). En el tumor mamario canino la mastectomia aun es
casi exclusivamente el tratamiento de eleccion (Lana et al. 2007; Pérez Alenza &
Pena, 1999). Ademés, la ovariohisterectomia realizada en el momento de la
extirpacion del tumor mamario en perras adultas reduce el riesgo de aparicion de
nuevos tumores en un 50 % (Kristiansen et al. 2013). Considerando que la cirugia
facilita el desprendimiento y diseminacién de células tumorales viables (sanguinea o
linfatico) desarrollando metastésis también se podria establecer el tratamiento con
desmopresina (DDAVP, 1-diamino-8-D-arginina, analogo sintético de vasopresina)
que disminuye la diseminacion de células metastasicas a ganglios y pulmén (Giron,
et al. 2002; Hermo et al 2006; Hermo et al. 2008). El auge de la oncologia
veterinaria, el desarrollo de técnicas diagndsticas y el uso de marcadores
moleculares, implica un beneficio sustancial tanto en los pacientes animales, como
para pacientes humanos (Salas & Romero, 2011).

13. CONCLUSIONES

La distribucion de inmunomarcado a REa y RP en la glandula mamaria
normal fue diferente de acuerdo al compartimiento histoldgico y estadio del ciclo,
sugiriendo roles especificos de compartimiento histologico.
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Los valores de Kd para RE y RP en glandula mamaria normal y tumoral
fueron similares, lo que sugiere que las variaciones en la capacidad de respuesta de la
glandula mamaria a los E y P4 pueden depender de los cambios en la capacidad de
unién (concentraciones RE y RP) y no de la afinidad.

En la glandula mamaria tumoral la distribucion e intensidad de
inmunomarcado a REa y RP vario con el compartimiento histolégico y con el tipo de
tumor. La mayor intensidad de inmunomarcado a REa en tumores benignos, Yy la
tendencia a ser mayor el RP en hiperplasias, sugieren que estas dos patologias tienen
una mayor hormono dependencia que los tumores malignos.

El perfil de concentracion de RE y RP en la glandula mamaria normal varid
durante el ciclo reproductivo, fue menor en diestro que en proestro y estro en acuerdo
con los mayores niveles circulantes de progesterona encontrados en diestro. En
perras prepuberes la concentracién de ambos receptores estuvo en el limite de
deteccion en acuerdo con el escaso desarrollo de tejido mamario.

La concentracion de RE varié de acuerdo al tipo de tumor, fue menor en
tumores malignos que benignos e hiperplasias; la concentracion de RP fue similar en
los tumores estudiados. En las perras castradas no hubo diferencias en la
concentracion de RE ni de RP. Estos resultados sugieren que en las perras con
tumores benignos se podria instaurar una hormono terapia complementaria a la
cirugia ablatoria mamaria.
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