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RESUMEN

Los tumores de mama presentan elevada incidencia tanto en perras como en
humanos. Las proteinas de shock térmico se sobreexpresan en tumores promoviendo
la supervivencia celular, y por ende la malignidad y resistencia tumoral. Entre ellas la
proteina HSP90 actla en los mecanismos de resistencia a quimioterapia y por lo tanto
favorece la progresion tumoral. Sin embargo, en los recientes estudios en perras no
se ha dilucidado aun como la proteina HSP90 varia su expresién segun el tipo de
tumor y las caracteristicas clinicas. El objetivo del presente estudio fue caracterizar la
inmunoexpresion de la proteina HSP90 en tumores de glandula mamaria de perras.
Se utilizaron muestras de tumores mamarios de perras que fueron derivadas a
mastectomia en el Centro Hospital Veterinario (n=28). Las muestras fueron fijadas en
formol buffer y procesadas en parafina para andlisis histolégicos y de
inmunohistoquimica. Se utilizé anticuerpo primario monoclonal de ratén anti-HSP90
para determinar la inmunoexpresion de HSP90. El area de inmunomarcacion de
HSP90 se midio en imagenes de la inmunohistoquimica mediante el software ImageJ.
Asimismo, se analiz6 en la ficha clinica los factores: edad, raza, ovariectomia previa
realizada o no, ocurrencia del tumor por primera vez (primarios), recidiva o
reincidencia (secundarios) y clasificacion histopatolégica del tumor. Los tumores mas
frecuentes, de acuerdo a la edad, fueron en perras de 6 a 10 afos. Los resultados de
casuistica muestran que la mayoria de los tumores mamarios se registraron en
hembras caninas cruza, sin ovariectomia y primarios. Los carcinomas fueron el tipo
tumoral mas frecuente registrado. En cuanto a la inmunoexpresion de la proteina
HSP90 se localizé en citoplasma de células epiteliales glandulares, citoplasma de
células epiteliales de conductos, en citoplasma de células del estroma conjuntivo.
Asimismo, se observé una leve inmunoexpresion de HSP90 a nivel del ndcleo de estas
células epiteliales y conjuntivas y también extracelularmente. La inmunoexpresion de
HSP90 no presento diferencias segun la edad (2 a 16 afios) del animal. En tumores
mixtos fue donde mas se vio inmunoexpresion de HSP90. Los grupos que registraron
mayor inmunoexpresion de HSP90 fueron los tumores primarios de hembras caninas
sin ovariectomia y los tumores secundarios de hembras caninas con ovariectomia. En
conclusién, la inmunoexpresion de la proteina de shock térmico HSP90 en tumores
mamarios de hembras caninas es mayor en tumores primarios en comparacion con
secundarios. Asimismo, la proteina HSP90 aumenta en tumor primario de perras sin
ovariectomia en comparacion con perras ovariectomizadas. Sin embargo, en el caso
de perras con tumor secundario y ovariectomizadas la proteina HSP90 se sobre
expresa, lo que supone una desregulacion por carencia de estrégenos. Dado que el
aumento de la expresion de la proteina HSP90 esta asociado a un prondstico
reservado en perras, se sugiere la precaucion en el seguimiento de los tumores
primarios con elevada inmunoexpresion de HSP90. Los resultados de este estudio
sientan las bases para realizar mas estudios comparativos de la inmunoexpresion de
HSP90 y las variables mencionadas, con un n mayor.

Palabras clave: HSP90, glandula-mamaria, tumor, perra



SUMMARY

Breast tumors have a high incidence in both dogs and humans. Heat shock proteins
(HSP) are over expressed in tumors promoting cell survival, and therefore malignancy
and tumor resistance. Among them the HSP90 protein works in the mechanisms of
resistance to chemotherapy and therefore increasing tumor progression. However,
recent studies in bitches tumors did not clarified how HSP90 varies according several
types of tumors and several clinical features. So, the aim of the present study was to
characterize the immunoexpression of the HSP90 protein in bitches mammary gland
tumors. Mammary tumors samples from bitches (n = 28) were analyzed after
mastectomy derived in Veterinary Hospital Center. Samples were formalin fixed and
paraffin embedded for histological analyses and immunohistochemistry. Mouse
monoclonal antibody anti-HSP90 was used to determine the immunoexpression of
HSP90. Immunostaining area of HSP90 was measure in histochemical images by
ImageJ software. The following factors were also analyzed in the clinical record: age,
breed, previous ovariectomy performed or not, tumor occurrence for the first time
(primary) or recurrence or recidivism (secondary) and histopathological classification
of the tumor. The most frequent tumors were, according to age, in female canine of
both 6 to 10 years. Casuistic results showed that the majority of mammary gland
tumors were crossbreed females, without ovariectomy and primary tumors. Carcinoma
types were the most frequent tumor. Regarding the immunoexpression HSP90 protein
was localized in cytoplasm of glandular epithelial cells, cytoplasm of ductal epithelial
cells, in cytoplasm of connective stroma cells. Also a less immunoexpression was
observed at the nucleus level of these epithelial and connective cells and also
extracellularly. The immunoexpression of HSP90 did not present differences according
to age (2 to 16 years). In mixed tumors, it was where there was greater
immunoexpression of HSP90. The groups that registered the highest
immunoexpression of HSP90 were the primary tumors of females without ovariectomy
and the secondary tumors of females with ovariectomy. In conclusion, the
immunoexpression of HSP90 thermal shock protein in mammary tumors of female
dogs is higher in primary than in secondary tumors. Likewise, HSP90 increases
according to bitches with a primary tumor without ovariectomy compared with
ovariectomised bitches. However, in the case of bitches with secondary tumor and
ovariectomised the HSP9O0 protein is over expressed, which supposes a deregulation
due to lack of estrogen. Given that the increase in the expression of HSP90 protein is
associated with a reserved prognosis, this suggests, on the one hand, caution in the
follow-up of primaries with high immunoexpression of HSP90 protein. The results of
this study provide the basis for further comparative studies of the immunoexpression
of HSP90 and the aforementioned variables with a higher n.

Keywords: HSP90, mammary, gland, tumors, canine
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1 INTRODUCCION

1.1Importancia de las neoplasias mamarias

Las neoplasias son una de las principales causas de muerte en nuestra poblacién,
siendo los tumores de mama los de mayor frecuencia en la mujer, determinando un
importante problema de salud a nivel nacional y mundial por ello es de gran interés su
estudio en el &mbito de la medicina humana (De Andrés Gamazo, 2016).

Asimismo, en hembras caninas existe una elevada frecuencia en la presentacién de
tumores mamarios (Zatloukal et al., 2005). Estudios previos realizados en el Centro
Hospital Veterinario de la Facultad de Veterinaria indican que un 43,8% de las
consultas clinicas son por apariciones de tumores mamarios (Demicheli et al., 2011,
Elgue et al., 2012), coincidiendo con registros similares realizados en paises europeos
(Zatloukal et al., 2005) y en paises de América (Caicedo et al., 2012).

Dado que el humano comparte, en muchos casos, el mismo ambiente que los
animales de compafia, es posible considerar realizar estudios en animales
domesticos, como centinelas para evaluacion de los riesgos de padecer cancer de
mama segun ciertos estilos de vida (Withrow, 2009).

1.2 Proteinas de shock térmico como marcadores tumorales

Para establecer el diagnostico, prondéstico y estadio de la neoplasia se utilizan
marcadores tumorales. Asimismo, se utilizan para detectar la presencia de metastasis
y recidivas o monitorear la respuesta a tratamientos (Coronato et al., 2002). Estos
marcadores tumorales son moléculas presentes en las células tumorales, se
sobreexpresan en ellas y pueden ser detectadas en: plasma, fluidos corporales,
tumores solidos, nodulos linfaticos y médula ésea. Se incluyen dentro de los
marcadores tumorales a antigenos de superficie celular, proteinas citoplasmaticas,
enzimas, hormonas y sus receptores.

Existe un grupo de marcadores moleculares que se denominan proteinas de shock
térmico (del inglés Heat shock proteins, HSP). Dichas proteinas son denominadas
“‘chaperonas moleculares” ya que tienen la propiedad de modificar las estructuras e
interaccionar con otras proteinas. Participan en la sintesis, el plegamiento y el
ensamblaje de otras proteinas, las acompafian para que puedan volverse funcionales,
pero no forman parte de su estructura final. Su funcidén es esencial en las células, ya
gue se expresan tanto en condiciones fisioldgicas como en fisiopatologicas. Cuando
se presenta una situacion de estrés se modifican ciertas proteinas,
desnaturalizandolas o volviéndolas defectuosas, y por lo tanto se comienzan a
sintetizar mas de estas proteinas anti shock para que colaboren en la proteccion
celular (Coronato et al., 1999).

1.3 Proteina de shock térmico 90 en tumores mamarios

La proteina de shock térmico 90 (HSP90) es una de las chaperonas moleculares mas
abundantes en el citoplasma de células eucariotas. Representa el 1-2% de la proteina
celular siendo un regulador clave conformacional, cuando la célula recibe alguna
situacion de estrés, esta proteina aumenta su expresiéon en un 4-6% (Prodromou,
2016). La proteina HSP90 en la perra, es altamente expresada en los tumores con
segundo grado de malignidad desde el punto de vista histoldgico. Esta expresién de
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HSP90 fue correlacionada en estudios previos con alta actividad proliferativa por lo
cual ha sido implicada en la carcinogénesis de la glandula mamaria canina (Kumar et
al., 2018).

Dado que la HSP90 esta altamente expresada en tumores mamarios, se han
estudiado a nivel humano terapias contra dicha proteina. Por ejemplo, estudios
recientes demuestran que inhibidores de HSP90 pueden ser utilizados como
tratamiento anti tumoral (Li y Buchner, 2012). De esta forma, el bloqueo o inhibicién
de estas proteinas frena el desarrollo del tumor, con la ventaja de no ser un tratamiento
tan agresivo para el paciente, como los que existen hoy en dia.

No obstante, a pesar de los estudios en humanos, la proteina de shock térmico HSP90
no ha sido aun puesta en consideracién para ser blanco de las terapias anti tumorales
en perras. Por lo tanto, en el presente estudio, se determiné la inmunoexpresién de
dicha proteina HSP90 en diversos tumores mamarios de perras, con el fin de
caracterizar su expresion. Este primer paso permitira a futuro plantear nuevas
terapéuticas una vez conocido su accionar en dichos tumores.
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2 REVISION BIBLIOGRAFICA

2.1 Caracteristicas anatomicas de las mamas caninas

La glandula mamaria forma parte del tejido cutaneo como una glandula sudoripara
modificada, Sus secreciones, cuando se encuentra activa, son la leche y el calostro
gue se producen como alimento para la descendencia de ese animal. Esta glandula
constituye uno de los drganos que determina una de las caracteristicas mas
destacables de los mamiferos, el dar de mamar (Barone, 1978).

A nivel anatomico en la hembra canina encontramos de 4 a 6 pares de mamas, los
mismos se encuentran separados en derechos e izquierdos por la linea alba o linea
blanca en la porcion ventral de la region toracica, abdominal e inguinal. En la region
toracica encontramos dos pares de mamas uno craneal y otro caudal (puede existir
un solo par), en la region abdominal hay un par craneal y otro caudal, pero en la region
inguinal existe un solo par de mamas, las que, por lo general, presentan mayor
desarrollo en comparacion con las toracicas (Dyce et al., 2012).

Cada mama estad comprendida en un complejo mamario, que se conforma por un
cuerpo glandular, que se corresponde a la zona de parénquima glandular y otra
porcion es el pezon. Los pezones (papilla mammae) también son llamados conductos
excretores, y al igual que el cuerpo glandular, suelen variar en su forma y tamafo
segun el estado reproductivo en que se encuentre la hembra, siendo por lo general
cortos, conicos en hembras juveniles que no tienen camada en lactacion, y semi
esféricos cuando se encuentra en lactacion, con variaciones individuales (Konig,
2015). En el vértice de su porcion mas distal los pezones presentan de 6 a 20 orificios
papilares por los que vierte la secrecion de la glandula al exterior (Ellensport,1999).
Externamente la porcion del cuerpo glandular se encuentra cubierta por pelo, a
diferencia del pezon que no los presenta (Figura 1a).

2.1.1 Irrigacion sanguinea de las mamas caninas

En los caninos, el aporte sanguineo a las glandulas mamarias es brindado en mayor
medida por las arterias epigastricas craneal y caudal superficial, derecha e izquierda
respectivamente, para distribuirse a cada lado de la linea alba sobre toda la porcion
ventral de térax, abdomen y regién inguinal del animal (Figura 1b). Las glandulas
toracicas también reciben aporte sanguineo de ramas mamarias, provenientes de
ramas perforantes que derivan de la arteria toracica interna, antes de su bifurcacion
en arteria epigastrica craneal, de esta arteria se emite una rama mas superficial que
se dirige principalmente sobre las mamas de la region toracica y los pares
abdominales craneales (Barone, 2001). Existe a su vez un aporte adicional de ramas
mamarias provenientes de la arteria toracica lateral (rama de la arteria axilar) hacia
las mamas toracicas (Dyce, 2012; Schaller et al., 1992). La arteria epigastrica caudal
tiene su origen del tronco pudendo epigastrico, donde se separa de la arteria pudenda
externa y mediante una rama superficial llega a las mamas abdominales caudales e
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inguinales. Las venas de igual nombre, acompafian a las arterias pero en sentido

opuesto, y siendo su destino las venas cavas craneal y caudal (Kdnig, 2016).

Conductos
lactiferos

Parénquima
glandular

Seno lactifero

parte glandular
parte papilar

Conductos
papilares

a Papila mamaria
(Pezoén con sus orificios papilares)

Conformacion interna de la mama canina

A.y V. epigastrica
craneal superficial

Ramas cutaneas
laterales de a. y v.
intercostal dorsal

A.y V. pudenda externa
A.y V. toracica lateral
A.y v. epigastrica
caudal superficial

Mama inguinal Mamas abdominales

Mamas toracicas

Figura 1. Conformacion e irrigacion de las glandulas mamarias caninas
a) conformacion interna de la mama y papila mamaria de la perra. b)
distribucibn de mamas e irrigacion sanguinea de las glandulas
mamarias caninas, Adaptados de Barone (2001).
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2.1.2 Irrigacion linfatica de las mamas caninas

Los vasos linfaticos que provienen de las mamas mas toracicas y abdominales
craneales transportan su linfa hacia los linfonodos axilares y linfonodo cervical
superficial. En el caso de las mamas méas caudales, como el par abdominal caudal y
el par de mamas inguinales, la linfa se conduce hacia los nédulos inguinales
superficiales. El par de mamas abdominal craneal puede dirigir su linfa en parte a los
linfonodos axilares, asi como también a los linfonodos inguinales. Conocer estas
conexiones es importante en la clinica, cuando se deben examinar las glandulas
mamarias y los linfonodos relacionados a ellas, ya que son los que nos pueden advertir
de procesos infecciosos o tumorales cuando estan agrandados o alterados (Konig,
2015).

2.2 Histologia de la glandula mamaria normal

Como mencionamos anteriormente, la glandula mamaria es una glandula de la piel
altamente modificada para la secrecion de leche y calostro.

2.2.1 Lobulos y lobulillos mamarios

Histologicamente encontramos que las mamas estan formadas por I6bulos que se
separan por un estroma interlobulillar de tejido conjuntivo denso (Figura 2a). En cada
I6bulo, a su vez, encontramos lobulillos separados por un estroma intralobulillar de
tejido conjuntivo laxo (Figura 2b).

El aumento en tamafo de la glandula se debe también a la formacion de mas tejido
adiposo. La presencia de dicho tejido adiposo varia con la edad y con la etapa de la
vida de la hembra. Asimismo, la cantidad de tejido mamario y adiposo presente es
muy variable y es mas abundante en las glandulas abdominales e inguinales que en
las glandulas toracicas.

2.2.1.1 Porcién de conduccién de la glandula

La porcion de conduccion de la glandula esta constituida por conductos
intralobulillares que provienen de las unidades funcionales de la mama, llamadas
tubulo alvéolos mamarios que corresponden a la porcion secretora (Pawlina, 2016).
Estos conductos desembocan en otros conductos denominados interlobulillares que
se van unir con los intralobales que terminan formando el conducto lactifero, este
ultimo va a desembocar en el seno lactifero el que se continta al exterior por el orificio
papilar (Diessler, 2009). Los conductos transportan la leche o calostro desde su origen
en los tabulo-alvéolos mamarios hacia el exterior.

Los conductos estan formados por células epiteliales rodeadas de tejido conjuntivo
denso y por tejido adiposo (Fernandes, 2012). Los conductos intralobulillares estan
constituidos por un epitelio cubico simple bajo. Los conductos interlobulillares drenan
de diversos I6bulos presentan dos capas de células cubicas (Barone, 2001).
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2.2.1.2 Porcién secretora de la glandula mamaria

2.2.1.2.1 Tubulo-alvéolos mamarios

Los tubulo-alvéolos se desarrollan una vez que la hembra queda gestada, y su maximo
desarrollo se presenta con una forma tubular dilatada durante la etapa de lactacion.
Los alvéolos mamarios se componen por células secretoras llamadas lactocitos
(Figura 2c). Dichas células, poseen forma cuboidal o columnar y en su interior
presentan gotas intracelulares de grasa (Sorenmo et al., 2011). Cuando la mama no
esta activa, se denominan conductos terminales (Pawlina, 2016). Cuando la glandula
esta en desarrollo se producen ramificaciones de nuevos conductos que surgen a
través de espacios que se forman entre las células mioepiteliales desde las células
epiteliales localizadas medialmente (Sorenmo et al., 2011). Las células mioepiteliales,
poseen forma estrellada, rodean la lamina basal del tabulo-alvéolo y contribuyen en
su remodelacion y sintesis (Diessler, 2009).

2.3 Cambios durante el desarrollo pre-puberal, puberal y pos-puberal de la
glandula mamaria

Las glandulas mamarias son 6rganos que muestran constantemente cambios en su
estructura segun la etapa del ciclo reproductivo en que se encuentre la hembra. Las
mamas se desarrollan en ambos sexos, pero llegada la pubertad en las hembras es
el estimulo hormonal de estrégenos, prolactina y somatotropina u hormona de
crecimiento que ocasionan dicha ramificacion, alargamiento y engrosamiento de los
conductos (Velandia, 2014).

2.3.1 Estrogeno y sus receptores como moduladores del crecimiento de la
glandula mamaria

Es ese estimulo hormonal que recibe la glandula mamaria lo que determina su
funcionalidad y accién. En el caso de los machos, la hormona testosterona inhibe el
crecimiento de la glandula, por el contrario, en la hembra el estimulo de estrégenos y
progesterona contribuye al desarrollo de esta.

Para lograr el desarrollo normal de la glandula existen en ella receptores de estrégeno
y de progesterona ademas de factores de crecimiento, la accién del estrogeno se da
sobre el crecimiento ductal y la de progestagenos lo hace sobre bifurcaciones
ductales y los alvéolos mamarios (Hermo y Gobello, 2002).

2.3.2 Prolactinay su funcién de secrecién

La maduracion completa de la misma se produce durante la gestacion, periodo en el
cual se vuelven funcionales (Pawlina, 2016). Estando la hormona prolactina
encargada del mantenimiento de la secrecion de la glandula (Bonnet, 2011). Es
entonces durante la prefiez, con el apoyo de estas hormonas y otras, como la
prolactina y el lactégeno placentario, el tejido glandular de la mama se diferencia aun
mas v el epitelio alveolar prolifera y luego se convierte en secretor.
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2.3.3. Cambios de la mama durante el ciclo estral

Estudios previos en perras describen la histologia de la glandula mamaria canina
durante el ciclo estral, lo que es util al momento de evaluar los cambios patolégicos
(Rehm et al., 2007).

En perras pre-puberes en la fase de pro-estro, solo se encuentran conductos grandes
(conductos interlobulares) revestidos por una doble capa de células epiteliales y una
sola capa de células mioepiteliales, rodeados por un estroma interlobular denso de
tejido conjuntivo.

Las estructuras epiteliales denominados brotes terminales o tubulos, consisten en
paquetes compactos de células con grandes nucleos eucromaticos, 1 a 2 nucléolos
prominentes y bordes celulares indistintos.

En perras adultas en etapa pro-estro, la glandula esta inactiva y se compone
principalmente de conductos interlobulares y pequefios Iébulos ocasionales rodeados
por grandes cantidades de tejido conjuntivo intralobular. Pueden existir estructuras
alveolares ocasionales del ciclo de celo y gestaciones anteriores, tapizadas por
células aplanadas o células epiteliales vacuoladas cuboidales, todavia pueden estar
presente en los pequeiios I6bulos. Puede observarse la presencia de macréfagos que
contienen lipofuscina dentro de la luz de estos.

En la gestacion los alvéolos estan llenos de una secrecion proteica eosinofilica
brillante y recubierto por células que varian de epitelio de tipo cuboidal alto a bajo.
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Estroma de tejido conjuntivo laxa
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Partes que conforman el Tubulo alvéolo mamario (Porcién secretora) Corte histoldégico de glandula mamaria normal canina
(Modificado de Callejo, 2012) (adaptado de Fernandes, 2012)

Figura 2. Caracteristicas histologicas de la glandula mamaria canina. a) esquema
representativo de un Iébulo de la glandula mamaria canina conformado por los lobulillos y
conductos interlobulillares. b) Esquema de un lobulillo, donde se observa el estroma de tejido
conjuntivo laxo, junto a vasos y tejido adiposo, la unidad secretora, el tibulo-alvéolo mamario y
los conductos intralobulillares. ¢) Conformacién esquematica de un tibulo-alvéolo mamario, se
muestran los lactocitos y las principales estructuras celulares asociadas (células mioepiteliales
y células adiposas), modificado de Callejo (2012). d) imagen de un corte histoldgico de tejido
mamario normal canino, donde observamos el tejido conjuntivo denso que rodea los I6bulos,
un conducto y diferentes cortes de alvéolos (adaptado de Fernandes, 2012)
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2.4 Neoplasias

Una neoplasia significa un “nuevo crecimiento”, y se presenta como una alteracion en
la regulacion de los procesos normales de una célula, formando masas anormales de
tejido que crecen de forma descontrolada, excesiva, autbnoma e irreversible. Este
nuevo crecimiento celular implica un aumento en el volumen del tejido involucrado que
es conocido clinicamente como tumor (Velandia, 2014). Los tumores se clasifican en
dos grupos principales benignos y malignos, segun su comportamiento clinico, en el
caso de los tumores benignos, son localizados, menos graves y pueden tratarse
quirargicamente, en los malignos, se producen metastasis y se afectan estructuras
adyacentes, por lo que son mas agresivos y mas dificiles de controlar (Demicheli et
al., 2011).

2.5 Desarrollo de los tumores, carcinogénesis

En una revision bibliogréafica del afio 2011 sobre el tema carcinogénesis en humanos,
se describen las principales caracteristicas del desarrollo tumoral.

En dicha revisién se menciona, que en las células tumorales determinados genes, que
estan silenciados en una célula normal, pueden comenzar a expresarse, volviendo a
la célula indiferenciada e inmortal (Martin de Civetta y Civetta, 2011).

Resulta interesante destacar aqui a nivel de oncologia de pequefios animales se
menciona que, dicha célula indiferenciada, por si sola no podria ser capaz de
desarrollar un tumor, debido a factores ambientales, cuando existe una segunda, o
varias, mutaciones, en células préximas a ella, reciben el estimulo para crecer o
expandirse formando asi un tumor (Withrow, 2009). Si existe una tercera mutacion se
ve reforzado el potencial de células malignas que pueden conducir a la progresion del
tumor (metastasis, invasion de otros tejidos). El desarrollo del proceso de metastasis,
es complejo, siendo los 6rganos mas afectados por las metastasis los de mayor
irrigacion, como por ejemplo los pulmones (Modiano, 2009).
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2.6 Tumores de la glandula mamaria en humanos y animales

La incidencia, a nivel mundial, de los tumores de mamas en estos ultimos afos ha ido
en aumento, siendo consideradas las neoplasias mas frecuentes tanto en mujeres
como en hembras caninas (Raduly et al., 2018).

Los tumores mamarios espontaneos caninos y felinos son empleados como modelo
de cancer mamario humano ya que la glandula mamaria canina comparte
caracteristicas morfolégicas muy similares a la glandula mamaria humana
(Antuofermo et al., 2007). También comparten caracteristicas histolégicas,
moleculares, el desarrollar tumores de forma espontanea, la edad de presentacion y
la relacion con el curso de la enfermedad (Raduly et al., 2018). En otras especies
como en la yegua, oveja, cabras y cerdas no es habitual que desarrollen tumores de
mama y encontramos mayores diferencias con la glandula mamaria de humanos, por
lo que resulta mas adecuado utilizar la especie canina para estudiar y comparar el
comportamiento de estos tumores y asociarlo con los humanos (Munson y Moresco,
2007).

A nivel local, estudios previos realizados en el Centro Hospital Veterinario de Facultad
de Veterinaria, se determin6 que un 43,8% de los tumores en perras fueron tumores
mamarios (Elgue et al., 2012).

Asimismo, en hembras caninas existe una elevada frecuencia en la presentacion de
tumores mamarios (Zatloukal et al., 2005). Se han realizado estudios previos en el
Centro Hospital Veterinario de la Facultad de Veterinaria entre los afios 2001-2006
(Demicheli et al., 2011) indican que un 43,8% de las consultas clinicas son por
apariciones de tumores mamarios (Demicheli et al., 2011, Elgue et al., 2012),
coincidiendo con registros similares realizados en paises europeos (Zatloukal et al.,
2005) y en paises de América (Caicedo et al., 2012).

2.6.1 Factores que influyen en el desarrollo de tumores mamarios en caninos

Existen varios factores que influyen en el desarrollo de tumores mamarios, es decir en
la incidencia de aparicién de los mismos, como lo son, la edad, el sexo, la raza, la
influencia hormonal, la alimentacion, el estilo de vida, entre otros (Sorenmo et al.,
2012) como la exposicién a sustancias oncogénicas (Salas y Romero, 2013).

Sexo

Existe un riesgo mas marcado en las hembras, debido al mayor tropismo que posee
la glandula mamaria a los estrégenos naturales (Salas y Romero, 2013). En el caso
de los machos solo un 1% desarrollan tumores mamarios (Demicheli et al., 2011) y
cuando lo hacen suelen ser benignos (Bonnet, 2011).

Edad

Uno de los factores mas importantes es la edad, segun especifica Bonnet (2011), el
riesgo de desarrollar tumores se incrementa luego de los 8 afos de edad,
considerando la esperanza de vida segun la raza de ese animal, pero se considera el
rango que va de 10 a 11 afios como de mayor predisposicidén a desarrollar neoplasias
(Demicheli et al., 2011).
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Influencia hormonal

La accién de ciertas hormonas que actian sobre la gldndula mamaria incide
directamente en el desarrollo de neoplasias mamarias. Por ejemplo, la hormona del
crecimiento, que es secretada por la hipéfisis e incide en el crecimiento de la glandula.
Inciden también, el estrégeno y la progesterona que influyen en los procesos de
diferenciacion celular. La progesterona aumenta su secrecion en la fase lutea mamaria
o cuando se administra via oral (Demicheli et al., 2011; Munson y Moresco, 2007). El
uso de progestagenos se asocia con una mayor predisposicion a desarrollar de forma
precoz tumores mamarios benignos (Oliveira et al., 2003).

Receptores hormonales en la glandula mamaria tumoral

Las mamas poseen fisiolégicamente receptores de estrégeno, progesterona y
prolactina, en tumores benignos estos receptores suelen aumentar al comienzo del
proceso tumoral. Estas concentraciones elevadas de receptores disminuyen al
aumentar la malignidad de la célula. El estado hormonal en el que se encuentra la
hembra predispone a la aparicion de tumores, es decir, si fue ovariectomizada o no,
si la ovariectomia se realizé antes del primer celo, disminuye en mayor medida la
predisposicion a presentar tumores de mama (Demicheli et al., 2011; Etcheverria,
2013; Salas y Romero, 2013).

Raza

Segun estudios previos se ha visto que, en cuanto a la raza, existe una mayor
predisposicidon a presentar tumores mamarios en razas de pequefio tamafo y en razas
puras (Sorenmo et al., 2012). Sin embargo, otros autores mencionan que esto puede
variar segun origen geografico (Salas y Romero, 2013).

2.7 Medios utilizados para llegar al diagndstico de tumores mamarios

En la consulta por tumores mamarios en los caninos, los mismos pueden ser
advertidos por el propietario, 0 pueden ser descubiertos por el veterinario en la
exploracion clinica de otra afeccion o en controles de rutina (Diessler, 2009).

2.7.1 Exploracién clinica en la consulta

Por lo general, en el caso de los caninos, cuando son llevados a consulta clinica, los
tumores mamarios suelen presentar un desarrollo importante (Demicheli et al., 2011),
debido a que cuando son pequefios pueden no ser visibles a simple vista, ya sea por
el pelo o por pasar inadvertido por el propietario. En la exploracién clinica realizada
por los especialistas son faciles de detectar por palpacion, el sistema TNM (tumor,
nodulo linfatico, metéastasis) de la Organizacion Mundial de la Salud (OMS), es
empleado comunmente para clasificar en 5 estadios clinicos a la perra, estando el
estadio 1 asociado a un mejor pronostico (Benavente, 2018). Segun estudios
realizados, tumores de diametro mayor o igual a 5 cm presentan mayor probabilidad
de hacer metastasis a los nddulos linfaticos (Chang et al., 2005). Los tumores pueden
ser unicos o multiples (Rosciani et al., 2004, Hermo et al., 2005, Bonnet, 2011), e
incluso, pueden coexistir tumores benignos y malignos en una misma mama (Oliveira

21



et al.,, 2003). Se pueden presentar ulcerados o no, pueden estar adheridos o no al
tejido subcutaneo, lo que se determina por su movilidad, el que no estén adheridos
facilita en gran medida el tratamiento quirdrgico. Los nédulos linfaticos relacionados a
la mama afectada pueden estar aumentados de tamafio o no (Bonnet, 2011). Es por
esto que se realiza el procedimiento TNM de rutina en casos de tumores, donde
primero se observa el tumor, luego los nédulos linfaticos asociados y por ultimo si
existe metastasis, mediante radiografias, por ejemplo, el tratamiento a realizar
(Benavente, 2018).

2.7.2 Citologia

Estudios citologicos se realizan a través de la puncion y aspiracion con aguja fina del
contenido del tumor mamario (Gallego, 2005). Esta técnica es relativamente sencilla
y econOmica, puede dar una orientacién al tipo de tumor del que se trata, y puede
determinar en algunos casos si se trata de un tumor benigno o maligno (Rodriguez et
al., 2009). En el caso de sospechas de tumor maligno se puede derivar a estudios
mas especificos y complementarios (Gallego, 2005). EI mayor problema al realizarla
es el de tener en cuenta el caracter mixto que pueden presentar algunos tumores,
debiendo tomar muestras de diferentes partes del tejido, pudiendo asi tener una mayor
probabilidad de extraer los diferentes tipos posibles de estructuras involucradas
(Etcheverria, 2013).

2.7.3 Técnica de inmunohistoquimica

El uso de la inmunohistoquimica para diagnostico de tumores ha ido en aumento, se
suele utilizar como complemento de la histopatologia, porque resulta muy especifica
para confirmar el diagnostico histologico de los tumores complejos, ya que permite
realizar una caracterizacion detallada del tipo celular que origina la neoplasia
(Rodriguez et al., 2013). Esta técnica consiste en el principio de la reaccion antigeno-
anticuerpo, el cual es muy especifico. Se utilizan anticuerpos monoclonales o
policlonales comerciales (Rodriguez et al., 2013).

2.7.4 Histopatologia

Los analisis de muestras por medio de la histopatologia son considerados de eleccién
cotidianamente luego de realizar la extirpacion quirdrgica del tumor (Rasotto et al.,
2017). El comportamiento de los distintos tipos de tumores en caninos que afectan las
glandulas mamarias es algo que continla en constante estudio, ya que en ciertos tipos
de tumores es dificil de predecir, por lo que la clasificacion histopatolégica colabora
para su comprension (Rosciani et al., 2004). El objetivo de realizar el estudio
histopatoldgico del tejido mamario, y utilizando la coloracién de rutina de hematoxilina-
eosina, es diferenciar estructuras que tengan algun grado de malignidad y asi hacerlas
concordar con las diferentes neoplasias, para ellos se utilizan criterios en comun,
como ser, el que exista un pleomorfismo marcado entre la célula y el nucleo, se ve el
indice mitético de la célula, que las areas de necrosis se vean distribuidas al azar, si
existe invasion de células linfaticas, y se analiza también si existen metastasis a
nodulos linfaticos de la regién (Goldschmidt et al., 2011).
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2.7.4.1 Clasificacion histopatolégica de tumores mamarios

Se han encontrado amplios debates entre autores sobre cémo organizar los distintos
tipos tumorales, Goldschmidt junto con colegas suyos, elabord una clasificacion
histolégica que tiene amplia utilizacion actualmente, y que fue modificada varias veces
con el fin de incorporar subtipos nuevos que han sido encontrados posteriormente,
para asi, mejorar la clasificacion histoldégica de tumores de mama (Tabla 1),

Se crearon diferentes formas de clasificacion para lograr visualizar con mayor claridad
los tumores, y el grado de malignidad o no que poseen. la cual, a su vez también se
basa en la clasificacion elaborada afios antes en 1974 y 1999 por la OMS
(Goldschmidt et al., 2011).

Recientemente en el afio 2017, Rasotto y otros investigadores, basandose en los
criterios de la clasificacion de Goldschmidt et al., (2011), realizaron un estudio en 229
animales (caninos hembras) que presentaban tumores mamarios, y no solo
clasificaron los tumores presentes en estos animales, sino que hicieron un
seguimiento completo de los mismos, registrando datos importantes como
supervivencia del animal o en caso de muerte del mismo, sila causa de muerte estaba
relacionada a el tumor que presentaba.

Con estos datos, pudieron realizar un registro mas detallado y completo sobre los
distintos procesos tumorales, su grado de invasion, metastasis, malignidad e inclusos
tiempos de vida estimados (Tabla 2).

En dicha clasificacion se confecciond un resumen de los diferentes prondsticos
basados en este trabajo de Rasotto et al. (2017). Lo que se pretende con el mismo es
facilitar aun mas la clasificacion de los tumores mamarios en caninos hembras y
brindar de alguna manera medios que faciliten el diagndstico y pronostico de estos
tumores. De esta manera el veterinario puede informar a los propietarios de mascotas
cual sera la posible evolucion del tumor.

Los peores prondsticos fueron para el carcinoma adeno escamoso, con un tiempo de
vida estimado en 18 meses, el comedocarcinoma con un promedio de 14 meses,
seguido de el carcinoma sdlido que presento una expectativa de vida de 8 meses. El
carcinoma anaplasico y el carcinosarcoma, por otro lado, demostraron ser los mas
agresivos y malignos, con un pronostico de vida de solo 3 meses en cada caso
(Rasotto et al., 2017).

El tejido de origen de las neoplasias mamarias puede ser tanto el estroma como
también el parénquima de la glandula. Es decir que pueden tener un origen epitelial
secretorio, originandose de células que revisten conductos, tlubulos y alvéolos.
También puede estar originado en células de origen mioepitelial y mesenquimatoso
(Etcheverria, 2013, Rodriguez et al., 2013). Algunos tumores, ademas, pueden
producir inflamaciones en el lugar donde se encuentran (Ehrhat, 2009). Pueden
también originarse en otros tejidos, variando asi también el grado de malignidad de
estos. Algunos autores sugieren que los tumores mamarios malignos podrian derivar
de tumores benignos preexistentes, y a su vez también relacionan el tamafio del tumor
con el grado de malignidad (Asqui, 2017). Para poder diferenciar los procesos
tumorales se observan las células, sus caracteristicas conformacionales, mediante la
histologia, podemos observar el tejido y ver si se trata de células tumorales, y segun
cuales y/o como estén afectadas vamos diferenciando los diferentes tipos de tumores.
Existe de forma normal una hiperplasia y atrofia del tejido mamario, que tiene que ver
con la actividad de la glandula, estos procesos afectan de alguna forma a las células
gue los componen durante estos procesos, por esto, es necesario saber reconocer las
células y tejidos en cada situacion que atraviesan, para comprender mejor el tejido
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mamario al momento de la observacion, mas que nada para llegar a establecer alguin
diagnéstico presuntivo (Ehrhat, 2009).
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Tabla N° 1. Tumores mamarios caninos segun la clasificacion histolégica propuesta por

Goldschmidt et al., 2011 y validada por Rasotto et al., 2017.

Neoplasia Neoplasia Neoplasia Tumor Neoplasia Hiperplasia Neoplasias Hiperplasia
Epitelial maligna  Epitelial mesenquimal mamario Benigna displasia del pezdén displasia del
maligna maligna- mixto pezén
especial sarcoma maligno
Carcinomain situ Carcinoma de Osteosarcoma carcinosarcoma Adenoma simple Ectasia ductal Adenoma Melanoma
células
escamosas Hiperplasia
lobular
Carcinoma simple Condrosarcoma Adenoma papilar Carcinoma
Carcinoma intraductal Epiteliosis
adenoescamos
o
Carcinoma Fibrosarcoma Adenoma ductal Papilomatosis Carcinoma
micropapilar Carcinoma con
invasivo mucinoso infiltracion
epidermal
Carcinoma solido Carcinoma Hemangiosarcoma Fibro adenoma Cambio Fibro
secretor (rico adenomatoso
en lipidos)

Comedocarcinoma

Carcinoma
anaplasico

Carcinoma
complejo
adenoma/ tumor
mixto

Carcinoma tipo
complejo

Carcinomay
mioepitelioma
maligno

Carcinoma tipo
mixto

Carcinoma ductal

Carcinoma papilar
intraductal

Carcinoma de
células
fusiformes

Carcinoma
inflamatorio

Otros sarcomas

Mioepitelioma Ginecomastia

Adenoma
complejo

Tumor benigno
mixto
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TABLA N°2 Clasificacion histopatolégica y su prondstico en tumores de mama en hembras
caninas, segun Rasotto et al., 2017.

Buen Pronéstico Pronéstico Reservado Mal pronéstico
(Tiempo de vida
estimado)

Tumor benigno (Adenoma Carcinoma tubulo papilar simple Tumor mixto maligno
complejo, Adenoma simple) (Carcinosarcoma)
(3 meses)

Tumor mixto benigno Carcinoma papilar intraductal Carcinoma
anaplésico
(3 meses)

Carcinoma complejo Carcinoma Carcinoma sélido
(8 meses)

Carcinoma tubular simple Mioepitelioma maligno Comedocarcinoma
(14 meses)

Carcinoma
adenoescamoso
(18 meses)
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2.8 Descripcion los tipos mas comunes de tumores en glandula mamaria
canina (Clasificacién de Goldshmidt et al., 2011)

2.8.1 Neoplasia Epitelial maligna

Este tipo de tumores son los que muestran mayor frecuencia de aparicion, y se
producen en las células epiteliales, son denominados carcinomas, segun sea la
estructura en la que se encuentren vamos a tenerlos diferenciados, segun si se
relacionan a tubulos, conductos, o a otros epitelios de la glandula.

Pueden tener mayor o menor malignidad (Goldschmidt et al., 2011). Dentro de ellos,
encontramos el carcinoma in situ o no infiltrativo, porque la célula tumoral no atraviesa
la membrana basal (Hermo et al., 2005).

En cuanto al carcinoma simple, que tiene varios subtipos, dénde el tubular es el mas
comun en los caninos, el carcinoma micropapilar invasivo, el carcinoma sdélido,
comedocarcinoma, carcinoma anaplasico, carcinoma ductal, éstos ultimos con un alto
grado de malignidad (Rasotto et al., 2017). Otros tipos de carcinomas que entran en
esta clasificacion son los carcinomas complejos adenoma / tumor mixto, el carcinoma
tipo completo, carcinoma y epitelioma maligno, carcinoma tipo mixto y el carcinoma
papilar intraductal. Algunos de estos tipos de tumores tuvieron un origen en un tumor
benigno previo como lo es el carcinoma ductal, que proviene del adenoma ductal que
es un tumor benigno (Goldschmidt et al., 2011).

2.8.2 Neoplasia Epitelial maligna tipo especial

En esta clasificacion encontramos el carcinoma de células escamosas, tumor comun
de animales gerontes, presentan células epiteliales escamosas de gran tamario,
ademas de queratinizadas, y las células epiteliales muestran también un nudcleo y
nucléolo grandes (Withrow, 2009). También se clasifican aqui los carcinomas
adenoescamoso, carcinoma mucinoso (porque produce mucina), carcinoma rico en
lipidos (tiene vacuolas en su citoplasma, es secretor) y carcinoma de células
espinosas, mioepitelioma maligno, el cual ingres6 hace poco tiempo en esta
clasificacion, ya que fue clasificado por medio de marcadores de inmunohistoquimica
para células epiteliales y células basales/mioepiteliales (Goldschmidt et al., 2011).

2.8.3 Neoplasia mesenquimal maligna

Estas neoplasias tienen su origen en el mesénquima, es decir en el estroma de tejido
conectivo, y vamos a encontrar aqui a los sarcomas, vemos en ellos por lo general el
citoplasma celular de color azul claro, levemente eosindfilo, sigue el contorno del
nucleo que puede ser ovalado y tener forma de punta en los extremos, las células son
grandes, variando también la cantidad de nucléolos presentes (Withrow, 2009).
Tenemos diferentes tipos de sarcomas, entre ellos el osteosarcoma, que tiene la
caracteristica de comenzar siendo una masa de tamafio uniforme que esté igual por
afios, y en poco tiempo se diferencia en células ovoides con formato osteoide,
creciendo de forma rapida y maligna en poco tiempo (Goldschmidt et al., 2011), el
condrosarcoma, fibrosarcoma, hemangiosarcoma, segun sea la estructura implicada.
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2.8.4 Tumor mamario mixto maligno

En el caso de este tumor, estamos ante dos tipos de estructuras involucradas, por
un lado, las células epiteliales y por otro el tejido conjuntivo, ambos de tipo maligno.
Por estar formado por estas dos partes se llama a estos tumores carcinosarcoma
(Goldschmidt et al., 2011).

2.8.5 Neoplasia benigna

En esta categoria entran todos los tumores que no muestran malignidad, y que no
llevan a la muerte del animal, teniendo pronésticos de expectativa de vida muy altos
(Rasotto et al., 2017). Algunos de los tumores que se clasifican aqui son por ejemplo
el adenoma simple, el adenoma papilar intraductal, por ejemplo, en este caso vemos
células superficiales de tipo epitelial en una sola capa, con nucleo ovalado de
coloracion normal, con citoplasma eosindéfilo. Debajo de esta capa de epitelio se ven
las células mioepiteliales caracteristicas. Las mitosis son raras de que ocurran. Luego
tenemos también el adenoma ductal, el fibroadenoma, el mioepitelioma, el adenoma
complejo, y el tumor benigno mixto (Goldschmidt et al., 2011).

2.8.6 Hiperplasia

En este tipo de clasificacion se muestra una marcada proliferacion en varias
estructuras de la glandula, pueden ser en los I6bulos (hiperplasia lobular) o en las
células epiteliales de los conductos (epiteliosis), entre otras estructuras como
fibroblastos (cambio fibroadenomatoso), pero sin tener relacion con malignidad
(Goldschmidt et al., 2011).

La hiperplasia no esta considerada en la clasificacion como una neoplasia maligna,
pero puede indicar el comienzo para el desarrollo de estas. Los papilomas y la ectasia
ductal también entran dentro de esta categoria.
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2.9 Proteinas de shock térmico (HSPs)

Esta demostrado que las proteinas de shock térmico (HSPs) existen en todos los
organismos, tanto en procariotas como en humanos y todos los organismos eucariotas
gue conocemos (Dubey et al., 2015). Las células, estan expuestas a muchos cambios
en el medio que las rodea, como por ejemplo a factores que pueden alterar su
conformacién u homeostasis. Es por esta razén que activan genes que sintetizan
proteinas como las de shock térmico, capaces de proteger la integridad celular (Cortés
et al., 2008), por esto su rol es esencial en las células.

En el aflo 1962, Ferrucci Ritossa, investigador italiano, observé que exposiciones a
altas temperaturas inducian a una elevada actividad transcripcional, con formacion de
nuevas proteinas, en ese caso, fue en larvas de la mosca Drosophila melanogaster.
Sin embargo, afios mas tarde, en 1974 esas proteinas fueron identificadas y se
nombraron como proteinas inducidas por estrés térmico, aunque se sabe que también
son inducidas por otros estimulos como los factores de crecimiento, infecciones
virales, el estrés oxidativo, la inflamacion y la infeccion (Vallespi, 2008).

Las HSPs forman diferentes familias que son nombradas segun su peso molecular,
(Vallespi, 2008) su estructura y funcion (Vallespi, 2008, Dubey et al., 2015). Se
clasifican por ejemplo en HSP15-30, HSP40, HSP60, HSP70, HSP90 y HSP100
(Badowska-Kozakiewicz y Malicka, 2012).

Estas proteinas de shock térmico se encuentran en las células de forma fisioldgica,
tienen funciones especificas segun la HSP involucrada, pero en general funcionan
como reguladoras del plegamiento de proteinas (Figura 3a), en el transporte
intracelular de las mismas, tanto por el citoplasma como por el reticulo endoplasmico
y las mitocondrias de la célula; reparando o degradando las proteinas defectuosas
(Dubey et al., 2015).

El objetivo y funcion de las HSPs es reestablecer el equilibrio en la célula, y luego de
una agresion térmica responden ayudando a las proteinas que fueron dafiadas
consecuencia de esa agresion celular (Mosser y Morimoto, 2004). Por lo tanto, la
accion de estas proteinas se resume en proteger a la célula a fin de evitar la muerte
celular o apoptosis.
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2.9.1 Rol de las proteinas de shock térmico en tumores

Cuando estamos frente a una célula tumoral, es decir, que tiene como caracteristica
propia evitar la apoptosis para sobrevivir, ademas de aumentar la proliferacion, las
proteinas mutantes mal plegadas y las oncoproteinas (Calderwood y Gong, 2012).

Entre otras particularidades de todos los procesos tumorales, la accion de estas HSPs
esta sobrexpresada, favoreciendo asi el proceso de carcinogénesis (Zagouri et al.,
2012). Muchos autores a raiz de éstas caracteristicas relacionan las HSPs
directamente con la proliferacion y diferenciacion neoplasica (Coronato et al., 2002).

2.9.2 Gen de HSP90B1

El gen que codifica para la proteina de shock térmico HSP90 B1 (Simbolo VGNC; Acc:
VGNC: 54212], esta ubicado para Canis lupus familiaris en el cromosoma 15: 42,
456,790-42,474,117 hebra delantera (CanFam3.1: CM000015.3).

Este gen posee 1 transcripto (variante de empalme), 217 ortélogos, 3 paralogos
(“Gene: HSP90B1 (ENSCAFG00000007427) - Ensembl protein families - Canis lupus
familiaris - Ensembl genome browser 96”)

2.9.3 Estructuray funcién de la proteina HSP90

La proteina de shock térmico 90 forma un homodimero, donde encontramos
subunidades alargadas que poseen tres dominios flexibles, N-terminal, C-terminal y
un dominio medio entre ellos (Figura 3 b).

Las funciones de cada dominio son unir e hidrolizar el ATP, mediar la dimerizacién y
el dominio medio colabora con esta hidrdlisis, y con la unién del sustrato (Saibil, 2013).
Al ser flexible el dimero de HSP90 adopta distintas formas por ejemplo abierta o
cerrada, pero la que mas predomina es su forma abierta en forma de V (Jing et al.,
2012). Las isoformas de HSP90 que se conocen actualmente y son reconocidas por
su localizacion en la célula son la Grp94, la HSP9ON, la TRAP1, HSP90alfa y
HSP90beta. Estas dos Ultimas son las que se encuentran en el citoplasma celular y
corresponden al 80% de la subfamilia (Camacho y Vasconcellos, 2016).

La HSP90 tiene funciones variadas e importantes en la célula, como lo es su union a
polipéptidos no nativos y evitando su agregacion, asistir a otras proteinas o en el
plegado de las mismas, en el caso de los receptores de estrégenos, colabora para
gue el esteroide sea cargado de forma eficiente (Saibil, 2013).
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Fig. 1.— Plegamiento proteico asistido por Hsp

Plegamiento proteico asistido por Hsp

Estructura de Hsp90

Figura 3. Plegamiento de proteina cliente asistido por proteinas de
shock térmico y estructura de Hsp90 a) Funcién de las Hsps como
chaperonas en el plegamiento asistido a otras proteinas, a quienes
vuelven funcionales (flecha a la derecha). Se observa también una
proteina que no ha sido asistida y mediante el autoplegado logra ser
funcional o puede quedar defectuosa (Flecha a la izquierda),
(modificado de Coronato et al., 1999). b) Estructura de proteina de
shock térmico 90 (Hsp90) constituida por sus tres dominios, un N-
terminal, el dominio medio y el dominio C-terminal. Se observa la
forma de dimero flexible, y en este caso semicerrado conteniendo
molécula de ADP en el dominio N-terminal, Adaptado de Saibil (2013).

31



2.9.4 Proteina de shock térmico 90 en condiciones normales

HSP90 en eucariotas tiene una localizacion intracelular como extracelular en otros
tipos de células, cuando esta en la célula la vemos en mayor medida en el citoplasma
de la misma, y también a nivel nuclear pero mostrando ser una pequefia fracciéon en
condiciones fisiolégicas (Camacho y Vasconcellos, 2016). Se diferencia de otras
chaperonas porque la HSP90 actua junto con un gran niumero de co-chaperonas o
cofactores que activar y facilitan la maduracién de un conjunto de proteinas cliente,
las que, a su vez, estdn implicadas en importantes vias celulares. La HSP90,
entonces, influye en los procesos fisiol6gicos, como el transporte intracelular, la
degradacion de proteinas, transduccién de sefales (Li y Buchner, 2012). La HSP90
amortigua mutaciones que ocurren en el proceso morfolégico normal, lo que es de
gran importancia en el proceso evolutivo (Rohl et al., 2013).

2.9.5 Proteina de shock térmico 90 en condiciones patolégicas

Ademas de encontrarse de forma constitutiva, en el momento que la célula se enfrenta
a situaciones de estrés, éstas proteinas, HSP90 aumentan notablemente su expresion
(Badowska-Kozakiewicz y Malicka, 2012). El factor de transcripcion HSF1 que se
encuentra normalmente en el citoplasma de la célula unido a las HSP90 y HSP70, al
producirse una situacion de estrés celular, como exposicion a altas temperaturas,
HSF1 se disocia de estas proteinas (HSP70 y HSP90) e ingresa al nucleo uniéndose
a secuencias especificas de elementos de choque térmico para activar la transcripcion
de genes promotores de mas HSP9O0, entre otras, con el fin de lograr la proteccion de
la célula (Chatterjee, 2017). Se actua directamente en la supervivencia celular durante
la hipertermia, inhibiendo de la muerte celular programada y la senescencia celular
(Figura 4). Con esta accion anti-apoptoética que realizan colaboran con los procesos
neoplasicos si la célula afectada es una célula tumoral (Coronato et al., 1999). En
humanos se estudid mucho la expresion de la proteina de choque térmico 27 entre
otras, en cancer de mama de mujeres (Ciocca et al., 2012).

En caninos, Badowska-Kozakiewicz y Malicka en 2012 estudiaron las proteinas
HSP90 y HSP70 en tumores mamarios caninos, y vieron que las mismas mostraban
mayor expresion cuando los tumores eran mas malignos, correlacionado esto con la
actividad proliferativa, por lo que implicaron a la HSP90 en la carcinogénesis de la
glandula mamaria canina, de igual manera a lo demostrado por Romanucci et al.
(2006). Se destaca en estos trabajos la necesidad de generar mayor informacién
clinicay mas estudios similares para asociar esta proteina HSP90 como posible factor
prondstico (Badowska-Kozakiewicz y Malicka, 2012).
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Figura 4 - Respuesta celular ante situacion de estrés. Como
respuesta celular ante una situacion de estrés de variada indole,
por ejemplo, altas temperaturas, el factor de transcripcion HSF1
gue se encuentra normalmente en el citoplasma de la célula
unido a las HSP90 y HSP70, se disocia de ellas e ingresa al
nacleo uniéndose a secuencias especificas de elementos de
choque térmico para activar la transcripcion de genes
promotores de mas HSP9O0, entre otras, con el fin de lograr la
proteccion de la célula (Modificado de Chatterjee, 2017).
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2.10 Tratamientos anti-tumorales

2.10.1 Tratamientos utilizados en caninos

En el caso de los caninos, el tratamiento de eleccion para neoplasias mamarias es la
cirugia, con excepciones como por ejemplo que exista presencia de metastasis, o en
carcinoma inflamatorio o en caso de que el animal se encuentre con un estado general
muy grave. La técnica mas frecuente en cirugia es la mastectomia en bloque, radical,
uni o bilateral, y la nodulectomia. En caso de tratamientos oncolégicos, se administran
drogas quimioterdpicas en casos de metastasis establecidas, tumores primarios
infiltrados o como adyuvante o neoadyuvante a la cirugia (Hermo et al., 2002).

2.10.2 HSP90 como tratamiento contra el cancer en humanos

La inmunoexpresion de HSPs es utilizada como marcador tumoral, incluso en el
tratamiento contra neoplasias en humanos, para evaluar la respuesta del paciente a
la terapia, teniendo en cuenta que la sobreexpresion de estas proteinas indica un mal
pronostico y posible mala respuesta a la terapia habitual contra el cancer (Ciocca et
al., 2013). Se ha probado que hay un vinculo entre la reactividad a las HSPs y la
patogénesis de las enfermedades o el rechazo a los trasplantes de 6rganos (Vallespi,
2008). Se desarrollaron inhibidores sintéticos de HSP9O0, la geldanamicina fue el
primero de ellos, su accion es unirse al sitio de enlace de ATP en el dominio N de
HSP90 y evita asi el cambio conformacional, pero no pudo ser utilizado por tener baja
solubilidad y alta toxicidad. Igualmente se realizaron derivados como el 17-AAG que
es mas hidréfilo y demostré funcionar con éxito en estudios realizados. Ademas de
éstos hay otros medicamentos mas que estan siendo probados y evaluados (Li y
Buchner, 2012). Lo mas criticado en la utilizacion de estos tratamientos, es el que se
inhibiera por completo la actividad de las HSP90 en la célula, que como dijimos tiene
importante relacion a las funciones celulares, pero se vio clinicamente en un estudio
realizado con dos inhibidores de la HSP90, el 17-allamino y 17-
demetoxigeldanamicina (17AAG) y se demostré que esta droga puede ser
administrada a pacientes con una baja toxicidad y ademas se detecto alteraciones en
los niveles de las proteinas clientes de esta chaperona después del régimen
terapéutico, lo que indica la funcionalidad esperada. Los inhibidores cumplieron el
objetivo sin producir una total desaparicion de la funcién de las proteinas (Vallespi,
2008).

Por todo lo anteriormente expuesto es que se considera a la HSP90 como una de las
proteinas clave en los procesos tumorales. En perras, el estudio de la caracterizaciéon
en los diferentes tipos tumorales permitira comprender la dinamica tumoral en la
glandula mamaria para poder planificar estrategias anti proteinas HSP90 a futuro.
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3 OBJETIVOS

3.1 Objetivo general

Caracterizar la inmunoexpresion de la proteina HSP90 en tumores de
glandula mamaria de perras derivadas a mastectomia en el Centro Hospital
Veterinario.

3.2 Objetivos especificos

e Analizar la casuistica de tumores mamarios segun la edad, raza,
estatus hormonal, ocurrencia del tumor e histopatologia.

e Cuantificar la inmunoexpresion de la proteina de shock térmico HSP90
en tumores de glandula mamaria de perras.

e Determinar si existe efecto de los factores estatus hormonal y
ocurrencia del tumor sobre la inmunoexpresion de HSP90.

4 HIPOTESIS

La proteina de shock térmico HSP90 se sobreexpresa en tumores mamarios
de hembras caninas enteras en comparacion con hembras castradas, y en
primarios en comparacion con secundarios.
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5. MATERIALES Y METODOS

5.1 Animales y disefo experimental

Animales y muestreos

El estudio fue aprobado por el Comité de Etica de la Facultad de Veterinaria,
Montevideo, Uruguay (numero de expediente: 111130-000855-14). Se obtuvieron
tumores de mama (n=28) a partir de hembras caninas que fueron derivadas a cirugia
para realizarse mastectomia, en el Centro Hospital Veterinario de la Facultad de
Veterinaria-UdelaR.

5.2 Andlisis de fichas clinicas

Se obtuvieron los siguientes datos a partir de las fichas clinicas de cada animal.

1) Edad (afios) n por grupo
I. Adulta Joven (2 a 5) 5
ii. Adulta (6 a 10) 15
iil. Anciana (11 a 16) 8
2) Estatus hormonal
I. Sin ovariectomia 18
ii. Con ovariectomia 10

3) Ocurrencia del tumor
I. Tumor primario 17
ii. Tumor secundario 11

4) Raza
Cruza
Caniche
Cocker spaniel
Pitbull
Ovejero aleman
Golden Retriever
Labrador
Mastin Napolitano
Rotweiller
Doberman

RPRERPNMNNMNNNRDRO

5) Histopatologia

Carcinomas 25
Sarcomas 2
Hiperplasia
de células mioepiteliales 1

Dado que en la ficha clinica no se encontraban los diagnésticos histopatolégicos
en todos los casos, se realizo el estudio posterior por los Drs. Verdes y Cruz en el
Area de Patologia a partir de los cortes realizados y coloreados en el presente
estudio.
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5.3 Obtencion de muestras y procesamiento histolégico

Cada muestra de tumor de mama obtenida fue recolectada al momento de finalizar la
cirugia correspondiente, en el block quirdrgico del Centro Hospital Veterinario, en el
mismo se procedié a fotografiar las muestras con calibre para registrar el tamafio
estimado del tumor. Luego se realiz6 un lavado de la muestra para quitar excesos de
sangre y se limpio de tejido adiposo y piel circundante. Se extrajo una muestra del
tumor que fue guardada en condiciones apropiadas para su almacenamiento en
freezer a una temperatura de -80°c, para estudios posteriores.

La muestra se secciond en trozos de 0,5 a 1 cm?® Se hicieron dos lavados en solucién
de buffer fosfato salino (PBS, pH 7,4) y finalmente se fijé la muestra por inmersién en
formaldehido bufferado durante 24 horas.

Todos los procedimientos histolégicos se llevaron a cabo en el laboratorio del Area de
Histologia y Embriologia, en la Facultad de Veterinaria. Las muestras obtenidas fueron
colocadas en cassetes de inclusion rotulados con el nimero de ficha del animal, se
deshidrataron sumergiéndolas en concentraciones crecientes de etanol (70°, 95° y
100°), seguido de inmersion en cloroformo por 24 horas. Posteriormente se realizaron
tres pasajes sucesivos por parafina liquida 30 minutos cada una, para finalizar con la
inclusion y confeccion de un bloque de parafina con la muestra (Tissue-Tek VIP
Processing Embedding Medium, Sakura Finetek U.S.A., INC).

5.4 Microtomia

Los bloques de parafina se cortaron con micrétomo, con un espesor de 5um (Leica
Reichert Jung Biocut 2030, Wetzlar, Germany). Los cortes se colocaron en un bafo
de agua corriente a 37°c de temperatura y se levantaron en laminas portaobjetos, 10
laminas por muestra, las que fueron previamente rotuladas con el nimero de ficha
correspondiente. Se procedidé a secar las laminas en estufa para evitar el
desprendimiento de la muestra durante los siguientes procedimientos. Se obtuvieron
laminas para realizar la coloracion de Hematoxilina- Eosina para la clasificacion
histopatolégica y también para la técnica de inmunohistoquimica, donde
determinamos la expresion de HSP90.

5.5 Coloracién de Hematoxilina-Eosina

La técnica de hematoxilina-eosina se utilizé para la determinacion de la clasificacion
histopatoldgica del tumor segun las alteraciones. Las laminas portaobjeto con las
muestras de tumores fueron colocadas en cestillos y sumergidas en xilol, luego en
concentraciones decrecientes de etanol (100°, 95° y 70°) hasta el pasaje por agua
destilada. Se realiz6 la coloracién con Hematoxilina de Mayer por 6 minutos y el virado
en agua corriente por 6 minutos. A continuacion, se colore6 con Eosina por 1 minuto
y se deshidraté en concentraciones crecientes de etanol (70°,95° y 100°). Por ultimo,
se sumergieron en xilol para realizar su montaje con Entellan™ colocandole el
cubreobjeto a cada una.
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5.6 Clasificacion histopatologica

Estas laminas fueron enviadas al Area Patologia de la Facultad de Veterinaria, para
ser diagnosticadas. A partir de los preparados obtenidos se llevd a cabo la
categorizacion histopatoldgica de los mismos segun la clasificacion internacional de
tumores de animales domésticos.

Las muestras tefiidas con hematoxilina-eosina fueron observadas y analizadas bajo
microscopio Optico. Se describi6é la morfologia, ubicacion, tipologia celular y
caracteristicas de la diferenciacion tumoral, caracterizando la presencia de conductos,
células mioepiteliales, secrecion y proliferacién de células de origen mesenquimatoso
o epitelial (Figura 5y 6).
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a)-Carcinoma mamario Cruza- b) Adenocarcinoma Pitbull —Anciana
Anciana. sin ovariectomia con ovariectomia

10um
c) Carcinoma mamario sélido Rottweiler- d) Carcinoma mamario Cruza- Anciana-
joven -con ovariectomia Sin ovariectomia

e) Carcinoma mamario ttbulo acinar f) Carcinoma mamgrio tut?U|0 papilar
Pitbull- adulta -con ovariectomia Cruza -adulta -sin ovariectomia

Figura 5- Imagenes histolégicas con tincion de Hematoxilina- Eosina representativa de tumores
de glandula mamaria en perras ingresadas al Centro Hospital de Facultad de Veterinaria
durante los afios 2014 a 2018. Se describe en a, b, c, d, e, f el tipo de tumor presente, la raza
del animal, su edad de acuerdo a categorias adultas jévenes (de 2 a 5 afios), adultas (de 6 a 10
afios) ancianas (de 11 a 16 afos) y por ultimo el estatus hormonal, si esta con ovariectomia o
sin ovariectomia.
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g) Hiperplasia células mioepiteliales h) Tumor mixto- Caniche-adulta
Caniche- adulta-sin ovariectomia sin ovariectomia

_ i) Sarcoma _ ) j) Carcinoma ductal maligno Cruza-
Cl‘uza-joven- con ovariectomia adulta_sin Ovariectomia

Figura 6- Imagenes histolégicas con tincion de Hematoxilina- Eosina representativa de tumores de
glandula mamaria en perras ingresadas al Centro Hospital de Facultad de Veterinaria durante los
afios 2014 a 2018. Se describe a cada imagen g, h, i, j, el tipo de tumor presente, la raza del
animal, su edad de acuerdo a categorias adultas jovenes (de 2 a 5 afios), adultas (de 6 a 10 afios)
ancianas (de 11 a 16 afos) y por ultimo el estatus hormonal si esta con ovariectomia (castrada) o
sin ovariectomia (entera).
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5.7 Técnica de inmunohistoquimica

Antes de comenzar la técnica de inmunohistoquimica se realiz6 la preparacion de
soluciones buffer a utilizar, siendo éstas, Buffer fosfato salino pH 7,4 (PBS) y Buffer
citrato de sodio 0,1 M, pH 8. Se realiz6 ademas previamente la dilucion del anticuerpo
primario monoclonal de ratéon anti-HSP-90 (mouse monoclonal 37-9400 Invitrogen)
con una concentracion final de 1:100.

Para la realizacién de la técnica de inmunohistoquimica se colocaron las laminas
portaobjetos con los cortes de tumor en estufa a 60°c por media hora, luego se
desparafinaron en xilol por 30 minutos mas. A continuacion, se sumergieron en
concentraciones decrecientes de etanol por 2 minutos cada uno (100°, 95°, 70°). Para
la recuperacion antigénica se utilizé calor en microondas sumergiendo los preparados
en una solucién de buffer citrato 0,01M pH 8 (200 ml) mas 5 ml de Tween 20
(AppliChem, Espafa), durante 2 minutos a potencia maxima de microondas (Hi
100%). Posteriormente se inactivaron las peroxidasas endégenas mediante solucion
de peroxido de hidrogeno al 3% (H202) por 20 minutos. Luego se incubd con el
anticuerpo primario de raton anti-HSP-90 (mouse monoclonal 37-9400 Invitrogen) en
una dilucion de uso 1:100 por 18 horas a 4°C en camara humeda. Al dia siguiente se
lavaron las muestras sumergiéndolas en solucion buffer PBS, dos pasajes de 5
minutos cada uno. Luego se incubo con anticuerpo secundario biotinilado anti-mouse
por 30 minutos, se repiten dos lavados en PBS por 5 minutos, y se colocé el complejo
enzimatico estreptavidina-peroxidasa durante 30 minutos cada uno (kit mouse
HRP/DAB, ab 64259 Abcam, USA). Luego se reveld con solucién de cromogeno de
Diaminobenzidina (DAB + peroxido de hidrégeno) por 90 segundos (kit mouse
HRP/DAB, ab 64259 Abcam, USA). La reaccion de color marron se observo a simple
vista y se corroboré mediante microscopio optico, cortando la reaccion con agua
corriente. Posteriormente se procedid a la contra coloracion nuclear con el colorante
Hematoxilina de Harris durante un minuto con virado en agua corriente. Para finalizar,
se sumergieron las laminas en concentraciones crecientes de etanol (70°, 95°,100°A,
100°B) y luego se realizaron dos pasajes por xilol de 5 minutos cada uno. ElI montaje
se efectud con medio de montaje Entellan™ (MERCK, Germany) para colocacién de
cubre objeto.

Para chequear la especificidad del anticuerpo se utilizd un control negativo en cada
inmunohistoquimica realizada, utilizando un preparado de tumor mamario al que no
se coloco anticuerpo primario, sino que fue sustituido por PBS.

5.8 Captura de imagenes de preparaciones de inmunohistoquimica

Las imagenes digitales se obtuvieron un software de captura (DinoCapture 2,0
software, AnMo Electronics Corporation, Taiwan) a través de una camara digital (Dino-
Eyepiece, AM-423X, AnMo Electronics Corporation, Taiwan) conectada a un
microscopio (trinocular Premiere Profesional, modelo MRP-5000, Manassas, EE.UU.).
Se capturaron un promedio de 30 fotos por lamina (muestra de tumor) a mayor
aumento (40x) y 5 fotos por lamina (muestra de tumor) a menor aumento (4x).
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5.9 Analisis descriptivo de lainmunolocalizaciéon de la proteina HSP90

Se analizd la localizacion de la proteina HSP90 mediante la observacion de la
coloracion marrén en epitelios glandulares y de conductos, asi como en el estroma de
las muestras de tumor mamario.

5.10 Analisis de imagenes de inmunohistoquimica

Se determinoé el &rea inmunomarcada (areas coloreadas de marron o positivas al DAB)
de HSP90 en todas las imagenes de tumores. Se realizé mediante la realizacién de
una macro en el programa ImageJ (ImagedJ 1.52g, Wayne Rasband open Source,
National Institutes of Health, EEUU, http://rsb.info.nih.qgov/ij/)

Las imagenes fueron previamente calibradas umbralizadas segmentadas,
binarizadas. El archivo de la macro es un archivo que guarda el registro de cada paso
realizado para lograr calcular el porcentaje de &rea inmunomarcada de cada foto con
los mismos parametros. Dicha macro se repite en todas las imagenes dentro de una
misma carpeta mediante un proceso denominado “batch”.

5.11 Analisis estadistico

Se analiz6 la variable continua area inmunomarcada de HSP90 (%) en los tumores
mamarios. Para el andlisis de la varianza se utiliz6 PROC MIXED de SAS para
Windows (v9.1, SAS Institute Inc., Cary, NC, EEUU) o modelo general lineal (GLM),
donde se observaron los efectos de los factores que mencionaremos a continuacion
y las interacciones entre ellos. Todos los resultados fueron expresados como media £
error estandar de la media (EEM) y se estableci6é un nivel de significacion de p< 0,05.
Nuestro objetivo fue determinar el efecto la inmunoexpresion de la HSP90 segun los
factores edad, raza, estatus hormonal, ocurrencia del tumor, histopatologia.

Sin embargo, dado el nimero de individuos (n) por grupo solo se realizo la
comparacion de medias teniendo en cuenta los siguientes factores: edad, estatus
hormonal y ocurrencia del tumor. Se hicieron andlisis post hoc analizando las
interacciones entre los factores analizados estatus hormonal y ocurrencia del tumor.
Cuando el numero de unidades experimentales por grupo (n) fue entre 1 a 3 solo fue
realizada la estadistica descriptiva. Esto sucedié para los factores raza e
histopatologia.
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6 RESULTADOS

6.1 Andlisis de casuistica de tumores mamarios en perras

Se analiz6 la casuistica de los tumores mamarios de hembras caninas obtenidos
durante el periodo estudiado, luego describimos los resultados correspondientes a la
inmunoexpresién en dichos tumores con sus respectivas variables.

Reiteramos que si bien uno de los objetivos iniciales fue determinar la
inmunoexpresién de HSP90 segun las variables mencionadas anteriormente (edad,
raza, estatus hormonal, ocurrencia del tumor, histopatologia) en los tumores de mama
en perras sometidas a cirugia, para realizar estudios estadisticos de todas las
variables y evaluar el efecto de los factores analizados sobre la variable area
inmunomarcada de HSP90 se requiere aumentar el n de las muestras.

Por lo tanto, fue considerado el realizar una estadistica descriptiva de los datos raza
e histopatologia.

6.1.1. Casuistica segun edad

El mayor porcentaje de la poblacion estudiada fueron perras adultas de 6 a 10 afios
(n=15), le siguieron las perras ancianas de 11 a 16 afios (n=8) y el menor porcentaje
fueron las perras adultas jovenes de 2 a 5 afos (n=5) (Figura 7 a).

6.1.2 Casuistica segun raza

La mayor proporcion de hembras caninas ingresadas con tumores mamarios
correspondié a hembras de raza cruza (n=9), seguido por hembras de raza Caniche
(n=4) y raza Cocker Spaniel (n=4) (Figura 7 b).

6.1.3 Casuistica segun estatus hormonal
La mayor proporcion de las hembras caninas ingresadas con diagndéstico de tumor de
mama correspondié a hembras sin ovariectomia (n=18) (Figura 8 a).

6.1.4 Casuistica segun ocurrencia del tumor

En los tumores de mama de las hembras caninas estudiadas, vimos que se
presentaron un mayor porcentaje de hembras con tumores mamarios primarios, es
decir, que concurrian por primera vez presentando un tumor, con respecto a los
tumores mamarios secundarios, en los cuales consideramos las reincidencias o
tumores en otras mamas (Figura 8 b).

6.1.5 Casuistica segun histopatologia

El mayor porcentaje de los tumores mamarios en hembras caninas correspondié a
carcinomas, segun el diagnostico tumoral realizado en Facultad de Veterinaria (por
histopatologia, Tabla 3) (Figura 9).

En los siguientes graficos se representan los datos obtenidos en la casuistica de los
tumores, para poder luego determinar de acuerdo al n por grupo con qué grupo de
factores podriamos realizar y determinar los efectos sobre la variable area
inmunomarcada del factor HSP9O0.
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Figura 7. Casuistica de tumor de glandula mamaria de hembras caninas ingresadas en
Centro Hospital de Facultad de Veterinaria (2014 — 2018) segun edad y raza.

a) Segun edad perra adulta de 2 a 5 afios (n=5), adulta de 6 a 10 afios (n=15), de mas de 11 afios
(n=8). b) Segln raza.

44



Estatus Hormonal

m Sin ovariectomia (n=10) = Con ovariectomia (n=18)

Ocurrencia del tumor

B Tumor primario (n=17) M Tumor secundario (n=11)

Figura 8. Casuistica de tumor de glandula mamaria de hembras
caninas ingresadas en Centro Hospital de Facultad de Veterinaria
(2014 - 2018). C) Segun estatus hormonal: con ovariectomia (n=18) / sin
ovariectomia (n=10). D) Segun ocurrencia del tumor: primario (n=17) /
secundario (n=11).
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®m Carcinoma ™ Sarcoma ® Hiperplasia células mioepiteliales

Figura 9. Casuistica de tumor de glandula mamaria de hembras caninas
ingresadas en Centro Hospital de Facultad de Veterinaria (2014 - 2018).
Casuistica segun diagnostico histopatologico: Carcinomas (n=25), Sarcoma (n=2),
Hiperplasia de células mioepiteliales (n=1).
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Tabla N°3. Resumen de datos histopatoldgicos de muestras de tumor mamario

utilizadas. Detalle del nUmero de animales por grupo de tumor (n) segun clasificacion

histopatoldgica.

Tabla N° 3. Datos Histopatoldgicos de muestras de tumor mamario

recolectadas, realizados en el area de Histopatologia, con la cantidad

de animales (n) correspondientes segun clasificacion.

NuUmero de . o . , .
Diagnoéstico histopatologico . .
caso Histopatologia n

1 Carcinoma

Carcinoma mamario tubular —
2 acinar

Carcinoma mamario
3 tubulopapilar
4 Comedocarcinoma mamario
5 Adenocarcinoma
6 Adenocarcinoma
7 Carcinoma
8 Carcinoma
9 Carcinoma
10 Carcinoma Carcinomas 25
11 Carcinoma
12 Carcinoma
13 Carcinoma ductal infiltrante
14 Carcinoma ductal infiltrante
15 Carcinoma mamario
16 Carcinoma mamario cisticopapilar
17 Carcinoma mamario ductal
18 Carcinoma mamario simple
19 Carcinoma mamario sélido
20 Carcinoma quistico
21 Carcinoma espino celular
22 Tumor inflamatorio
23 Tumor inflamatorio
24 Tumor mixto

Tumor mixto
25

rcom

26 Sarcoma Sarcomas 2
27 Fibrosarcoma

Hiperplasia de células
28 mioepiteliales Hiperplasia 1

Total 28
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6.2 Resultado descriptivo de la inmunolocalizacion de la proteina HSP90 en
tumores mamarios de hembras caninas

Todos los tumores evidenciaron inmunopositividad contra HSP90, mostrando la
coloracion marrén en el sitio de localizacion de la proteina (Figura 10y 11).

6.2.1 Localizacion de la proteina HSP90 en células de epitelios glandulares

La proteina HSP90 se localizé en el citoplasma de células epiteliales que tapizaron
conductos y estructuras tubulo-alveolares (Figura 10 b). En células epiteliales se
observé en el citoplasma supranuclear cuando se detectd presencia de secrecion
intraalveolar (Figura 10 a).

6.2.2 Localizacion HSP90 en células epiteliales de conductos

La proteina HSP90 se mostré con una intensa inmunomarcacion en citoplasma de
células epiteliales de conductos (Figura 11 b), y se observo una leve inmunomarcacion
en el nucleo de algunas células (Figura 11 c).

6.2.3 Localizacién de la proteina HSP90 en células del estroma conjuntivo

La proteina HSP90 mostro una moderada inmunomarcacion en citoplasma de células
del tejido conjuntivo, como son los fibroblastos (Figura 11 d). Asimismo, la
inmunoexpresion se determind en citoplasma y nucleo de células conjuntivas
mesenquimales (Figura 10 d).

6.2.4 Localizacion extracelular de la proteina de shock HSP90
Encontramos inmunoexpresion de la proteina de shock térmico HSP90 a nivel extra
celular (Figura 10 c).
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Figura 10. Inmunolocalizacién de la proteina de shock térmico HSP90 en
tumor de glandula mamaria de hembras caninas. Imagenes de
inmunohistoquimica representativas de los tumores mamarios de perras, se
indican con flechas las inmunolocalizaciones de la proteina, a) Hiperplasia
células mioepiteliales, b) Adenocarcinoma, ¢) Carcinoma mamario cistico
papilar, d) Carcinoma mamario sélido, €) Sarcoma, f) Tumor mixto. Barra de
escala =10um.
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e) Control Negativo

Figura 11. Imagenes de inmunohistoquimica que indican la Inmunolocalizacion de
la proteina de shock térmico HSP90 en tumores mamarios de hembras caninas:
a) observe la intensa inmunomarcacion en citoplasma de células epiteliales en
adenocarcinoma mamario b) inmunomarcacion en citoplasma de célula del
epitelio de conductos c) inmunomarcacion mas leve en nucleo de células
epiteliales (imagen ampliada) d) Inmunomarcacion en células del tejido conectivo
(fibroblastos), e) Control Negativo de la técnica. Barra de escala =10um.
Magnificacion final 400 aumentos.
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6.3 Andlisis cuantitativo de la inmunoexpresién de la proteina HSP90 en
tumores mamarios de hembras caninas

6.3.1 Efecto de la edad sobre la variable HSP90

La inmunoexpresion de la proteina HSP90 no presentd diferencias entre perras
adultas jovenes entre 2 a 5 afios (n=5), adultas de 6 a 10 afios (n=15), y de 11 afios
a 16 afos (n=8) (Figura 12).

6.3.2 Efecto del estatus hormonal sobre la variable HSP90
El &rea inmunomarcada de la proteina HSP90 (%) no mostré diferencia entre hembras
caninas con (n=10) y sin (n=18) ovariectomia (Figura 13 a).

6.3.3 Efecto de la ocurrencia del tumor mamario sobre la variable HSP90
El &rea inmunomarcada de la proteina HSP90 fue mayor en tumores primarios (n=17)
con respecto a tumores secundarios (n=11) (p=0,0001) (Figura 13 b).

6.3.4 Efecto de la interaccion entre variables estatus hormonal y ocurrencia del
tumor sobre la inmunoexpresién de HSP90

En cuanto al analisis de la interaccion entre el factor estatus hormonal y ocurrencia
del tumor, encontramos que, entre los tumores primarios, la inmunoexpresion de
HSP90 fue mayor en tumores de hembras sin ovariectomia (n=9) en comparacion con
los primarios de hembras con ovariectomia (n=8) (Figura 14).
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Figura 12 Inmunoexpresion de la proteina HSP90 en tumores de
mama de hembras caninas de acuerdo a la edad. Adulta
joven/adulta/anciana), Las barras representan los valores de media +
eem.
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Figura 13. Inmunoexpresion de la proteina HSP90 en tumores de mama de
hembras caninas de acuerdo a el estatus hormonal y ocurrencia del tumor.
a) Segun estatus hormonal: hembras sin ovariectomia (n=18) y hembras con
ovariectomia (n=10), b) segun ocurrencia del tumor: primario (n=17) o secundario
(n=11). ANOVA. Diferentes literales sobre las barras indican diferencias
significativas (p<0.05). Las barras representan los valores de media £ eem.
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Figura 14. Inmunoexpresion de la proteina HSP90 en tumores de mama de
hembras caninas de acuerdo a interaccion entre estatus hormonal y
ocurrencia del tumor. Hembras sin ovariectomia (n=18) y hembras con
ovariectomia (n=10) versus ocurrencia del tumor: primario (n=17) o secundario
(n=11). ANOVA Diferentes literales sobre las barras indican diferencias significativas
(p<0.05). Las barras representan los valores de media teem.
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6.4 Resultados descriptivos del area inmunomarcada de HSP90 en tumores de
mama en hembras caninas.

6.4.1 Histopatologia

El &rea inmunomarcada para la proteina HSP9O0 fue elevado en los tumores mamarios
de tipo carcinoma, mixto y sarcomas. Dentro de los carcinomas la inmunoexpresion
fue de 13,88. Por ultimo en el caso de la hiperplasia de células mioepiteliales la
inmunoexpresion de HSP90 fue de 9,68, siendo la inmunoexpresion mas baja
detectada (Figura 10a y Figura 14).

6.4.2 Raza

El &reainmunomarcada de la proteina HSP9O0 fue elevada en hembras cruza (16,84%)
siendo menor en las hembras Caniche (12,89%) y Cocker (12,25%). En el caso de la
hembra Rotweiller la inmunoexpresién fue de 17,39% en el caso de la hembra Mastin
Napolitano la inmunoexpresion fue 8,93% (Figura 12 b).
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Figura 15. Inmunoexpresion de la proteina HSP90 en tumores de mama de hembras
caninas de acuerdo a histopatologia tumoral. a) HSP90 y cada tipo de tumor por
Clasificacion histopatolégica. b) Inmunoexpresion de HSP90 en las razas estudiadas. Las
barras representan los valores de media teem.
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7 DISCUSION

El presente estudio determind la localizacién y cuantificacién de la inmunoexpresion
de la proteina HSP90 en tumores mamarios de hembras caninas en nuestro pais,
junto con el andlisis de la casuistica de los mismos. Hasta donde sabemos, no se han
realizado estudios descriptivos de la cuantificacion de esta inmunoexpresion de
HSP90 correlacionada con la edad, la raza, el estatus hormonal y con la ocurrencia
del tumor.

7.1 ;Dénde se localiza la proteina de shock térmico HSP90 en tumores
mamarios de perras?

En primer lugar, la inmunoexpresion de la proteina de shock térmico HSP90 en
nuestro estudio, se observé dentro del citoplasma de las células del epitelio glandular,
en el citoplasma de las células que conforman el epitelio de los conductos y en
citoplasma de células del tejido conjuntivo (fibroblastos), coincidiendo con lo descripto
por Coronato et al., 1999.

En segundo lugar, determinamos la localizacion en nucleos de células epiteliales y
células conjuntivas. Nuestros registros de la inmunoexpresion a nivel nuclear coincide
con los estudios realizados por Romanucci et al. (2006) y por Badowska-Kozakiewicz
y Malicka (2012) donde estudia la localizacion de las proteinas de shock térmico
HSP90.

La localizacion a nivel nuclear en tumores sugiere que dicha proteina estaria
regulando los procesos tumorales a nivel genético. El pasaje de la proteina al nucleo
es indicio de regulacion. De hecho, esta localizacion se describe en el caso de la
regulacion por las proteinas chaperonas como HSP90 (Calderwood y Neckers, 2016).
Por otra parte, en el presente estudio se registro la inmunoexpresion de la proteina
HSP90 también a nivel extracelular, concordando con estudios previos Tsutsumi et al.
(2009) que menciona que la expresion de HSP90 no estaria confinada al citosol. De
hecho, menciona que se localiza la HSP90 a nivel de la superficie celular siendo
secretada hacia el espacio extracelular. Esta localizacion podria ser indicativa de su
rol en las metastasis.

7.2 (COmMo se expresa la proteina de shock térmico HSP90 en tumores de
mama segun el estatus hormonal de la perra?

En cuanto al estatus hormonal, en el presente estudio, la inmunoexpresion de la
proteina de shock térmico HSP90 no registré6 diferencias entre hembras
ovariectomizadas y hembras no ovariectomizadas. Sin embargo, se registraron
diferencias cuando se analiz6 la interaccién entre los factores estatus hormonal y
ocurrencia del tumor.

En los tumores primarios, evidenciamos una mayor inmunoexpresion de HSP90 en
perras sin ovariectomia en comparacion con las ovariectomizadas. Esto sugiere que
la HSP90 podria estar mostrando un papel en la regulacion de los receptores de
estrégeno. En este sentido, estudios previos en tumores mamarios de perras indican
gue los receptores de estrogeno estan aumentados en hembras enteras en
comparacion con las ovariectomizadas (Mainenti et al., 2014). Sugerimos que el
aumento observado en la expresion de HSP90 en tumores primarios de hembras sin
ovariectomia estaria relacionado con el aumento de los receptores de estrogeno.
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No obstante, entre los tumores secundarios la inmunoexpresion de HSP90 fue
mayor en hembras con ovariectomia con respecto a las hembras sin ovariectomia.
En primer lugar, la sobreexpresion de la proteina HSP90 en tumores secundarios de
hembras ovariectomizadas podria suponer una desregulacién de HSP90 por
carencia de estroégenos. A pesar de que se conoce en tumores de mama

el importante rol de los estrégenos en la progresion del tumor (Renair,

2012) nuestros resultados sugieren que la carencia de estrogenos ovaricos (por la
ovariectomia) no evita la progresion de tumores secundarios dado que aumenta la
inmunoexpresion de HSP90. Por lo tanto, una explicacion al aumento de Hsp90 en
esta situacion, podria estar dada por la produccion de estrégenos por el tejido
adiposo de la mama tumoral.

Resulta interesante destacar que, en las mujeres posmenopausicas, el tejido
adiposo se convierte en el sitio principal de la biosintesis de estrégenos y, en
particular, el tejido adiposo mamario se considera una fuente importante de
estrogenos que impulsan el crecimiento de los canceres de mama dependientes de
hormonas. En este sentido estudios previos mencionan que la HSP90 juega un rol
importante en la regulacién de estrogenos no solo a nivel del receptor sino en la
regulacion de la enzima aromatasa necesaria para la biosintesis de estrégenos del
tejido adiposo en tumores mamarios de mujeres en cultivo (Subbaramaiah et al.,
2016).

Por otro lado, el aumento de HSP90 podria ser independiente de estrogeno y
responder al alto grado de indiferenciacion del tejido tumoral y autonomia para el
crecimiento tumoral tipico en tumores secundarios.

Esto se apoya en estudios previos realizados en ratas, que mencionan que el grado
de indiferenciacion que sufre el tejido tumoral cuando el tumor es secundario, es
decir luego de producir metastasis o recidivas, podria indicar que el mismo se vuelve
independiente de estrogenos, y puede llegar a ser muy invasivo o0 no, segun el gen
gue exprese (Torres-arzayus et al., 2010).

Analizando el aspecto de la influencia hormonal sobre el desarrollo de tumores de
mama en caninos hembras se ha determinado que los receptores hormonales de
estrégeno principalmente tienen gran importancia en el desarrollo de estos tumores
(Hermo y Gobello, 2002). Asimismo, los receptores de estrogeno se mueven del
citoplasma al nucleo, y en ausencia de la hormona estos se unen a complejos con la
proteina de shock térmico HSP90 regulando de ésta forma la funcion del receptor
(Bagatell et al., 2001, Hermo et al., 2003). A nivel tumoral, estudios previos indican
gue el receptor de estrégeno beta (ERB) se expresa intensamente en células de
carcinoma mamario de tipo inflamatorio altamente maligno (lllera et al., 2006).

7.3 ¢La casuistica de tumores mamarios en perras en el presente estudio con
respecto a estatus hormonal fue similar en los casos estudiados previamente?

En el presente estudio en tumores de mama en perra evidencio que los casos fueron
mayormente en hembras sin ovariectomia donde registramos un 64% de casos de
tumores mamarios. Esto se atribuye a dos principales causas.

Por un lado, puede deberse a que los propietarios no realizan de rutina la ovariectomia
en sus mascotas por varias razones socio-culturales o socio-econémicas. Por otra
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parte, el registro mayor de los tumores en hembras no ovariectomizadas se puede
atribuir a los factores hormonales que influyan en el desarrollo de los mismos.

En este sentido, en otro pais latinoamericano, se realizé6 un estudio en donde se
analizaron 295 casos de perras que asistieron a consulta con diferentes tipos de
tumores mamarios y en el 62 % de los casos fueron hembras sin ovariectomia (182
de los casos) (Velandia, 2014). Este porcentaje es similar a lo observado en nuestro
estudio.

Estos resultados reafirman que las hormonas sexuales como los estrégenos son
factores que hacen a las hembras mas propensas a desarrollar neoplasias de la
glandula mamaria (Velandia, 2014).

¢Por qué realizar la ovariectomia resulta beneficiosa y cuando deberia
realizarse?

Segun Fonseca y Daleck (2000), realizar la ovariectomia a hembras caninas con
presencia de tumores mamarios como tratamiento paliativo junto con la mastectomia
no la protege de la aparicion de reincidencias, recidivas o metastasis, ni prolonga la
vida del animal.

En dicho estudio se menciona que el efecto protector de la ovariectomia seria positivo
si la misma se realizara antes de los dos afios de edad y después de ese periodo no
tendria efecto.

De no realizar ovariectomia al animal antes de los dos afios se lo expone ala influencia
de las hormonas en las distintas etapas del ciclo estral. Este desafio hormonal
colabora en el desarrollo de los tumores mamarios. Asimismo, se debe considerar que
existen otros factores que estan implicados en el desarrollo de tumores que deben ser
tenidos cuenta como por ejemplo la naturaleza genética de los mismos.

7.4 ¢Existen similitudes en la edad de presentacion de tumores mamarios en
perras registrados en el presente estudio con respecto a otros estudios?

En este estudio se observdé que un 53% de los casos de tumores mamarios se
presentaron en las hembras caninas adultas comprendidas entre los 6 a 10 afios. Esto
podria deberse a diferentes causas, como por ejemplo a la influencia hormonal en
perras de esta edad que probablemente se encuentran en un estado hormonal activo.

Por otro lado, también el uso de anticonceptivos orales es mayor en estos periodos.

Estudios previos en México entre los afios 2002 a 2012 se registr6 en mayor
porcentaje de casos de tumores mamarios (70 %) entre perras adultas entre 9 a 12y
5 a 8 afios (Salas et al., 2015) . Asimismo, en Bogota entre 182 casos de tumores el
62% se registrd en hembras de mas de 8 afios y el 37 % correspondié a hembras
adultas de 1,6 a 8 afos (Velandia, 2014). En nuestro pais, se ha descrito que la
mayoria de los tumores mamarios en hembras caninas, durante el periodo 2005 al
2010 en el Centro Hospital Veterinario de la Facultad de Veterinaria, fue de 52% en
perras entre 6 a 10 afios (Elgue et al., 2012). Estos resultados concuerdan con los
registros de edad en el presente estudio. Esto indica que se mantiene la tendencia a
la mayor frecuencia de tumores mamarios en perras comprendidas en este rango
etario. Por lo tanto, el registro de casos de tumores mamarios en estas edades indica
un incremento constante y regular de la incidencia a medida que el animal envejece.
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Cabe destacar que en los casos clinicos de tumores mamarios del presente estudio
no se registraron animales menores a 2 afios. Esto coincide son los registros en perras
en Bogota, donde se observo que de un total de 295 casos, solo 3 correspondieron a
hembras de edades comprendidas entre 0 y 1,5 afios, reafirmando que es muy poco
frecuente, casi inusual el desarrollo de tumores mamarios en animales menores de 2
afnos (Velandia, 2014).

Por otra parte, en medicina humana se encuentra ampliamente demostrado como en
veterinaria que la edad influye en el desarrollo del cancer. En el caso de las mujeres,
la edad de aparicion de los tumores mamarios también aumenta con la edad, es mayor
la presentacién después de los 35 afios, aunque pueden aparecer casos en menores
de 30, pero no son comunes. Esta edad de aparicion esta relacionada en parte con el
inicio de proceso de menopausia, si la misma es tardia conforma mayor riesgo de
cancer, entre otros factores, como por ejemplo una menarca precoz, nuliparidad,
primer embarazo después de los treinta afios (Gallego, 2005).

En resumen, los datos recabados en el presente estudio aportan informacion sobre la
expresion de la proteina de shock térmico HSP90 en tumores mamarios de hembras
caninas, asi como datos sobre la casuistica de los mismos. Cabe destacar que la
informacion aportada sobre el efecto de la ovariectomia y la ocurrencia del tumor sobre
dicha proteina sugiere nuevas hipotesis a ser planteadas. Los resultados obtenidos
brindan datos para la comprension de los mecanismos implicados en el desarrollo de
los tumores de mama en caninos basados en la expresion de la proteina de shock
térmico HSP90 asociada a malignidad y metastasis.

8 CONCLUSIONES

En el presente estudio podemos concluir que la proteina de shock térmico HSP90
varia su expresion de acuerdo a la interaccion del estatus hormonal y a la ocurrencia
del tumor.

Dada la elevada inmunoexpresion de la proteina de shock térmico HSP90 en tumores
mamarios primarios de hembras caninas y el vinculo demostrado de la HSP90 con el
aumento de malignidad y metastasis y pronostico reservado, se sugiere hacer énfasis
en el control y seguimiento de los mismos.

Nuestros resultados de aumento de la inmunoexpresion de HSP90 en perras con un
tumor primario sin ovariectomia refuerzan la recomendacién de ovariectomia
temprana. Esta recomendacion se sugiere en tumores dependientes de estrogeno
donde la HSP90 esta regulando los receptores de estrégenos.

Sin embargo, en el caso de perras con tumor secundario y ovariectomizadas la
proteina HSP90 se sobreexpresa, lo que supone una desregulacion por carencia de
estroégenos. Esto sugiere el control del crecimiento tumoral en recidivas en hembras
ovariectomizadas no dependen de estrégenos ovaricos, sino que estaria regulado a
expensas de las proteinas de shock térmico como HSP90 por nuevos mecanismos a
dilucidar.
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Los resultados obtenidos en este estudio reafirman la utilidad de estas proteinas como
marcadores diagndsticos o prondsticos de la enfermedad, dado que la HSP90 evita la
apoptosis, promueve la proliferacion celular jugando asi un rol en la carcinogénesis
de la glandula mamaria.

8.1 Estudios a futuro

Continuaremos en esta linea de trabajo, buscando principalmente aumentar el nimero
de muestras de tumores mamarios a fin de analizar y correlacionar el tiempo de
sobrevida en relacion con el tumor. Realizar grupos control, en glandula mamaria
normal de perra.

Correlacionar HSP90 con otras proteinas de shock térmico. Determinar en las
muestras inmunoexpresion de Receptores de estr6geno y la enzima aromatasa. Para
comprender los mecanismos y dindmica de accién tumoral a nivel celular y molecular.
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