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RESUMEN

En el presente trabajo se realizo el estudio clinico en 32 perras con tumores de mama,
realizandose la estadificacion y la clasificacion histopatoldgica de los mismos. Se realizo el
estudio genético buscando SNPs del exdn 22 y exon 23 del gen BRCAL y del exon 11 y
exon 27 del gen BRCA2. Observamos que la edad media de presentacion de perras con
tumores de mama fue de 9 afios. Las mamas mas afectadas fueron los abdominales caudales,
e inguinales, 20 de las 32 perras presentaban tumores maltiples (62 %) y un 38% tumores
Unicos. Con respecto a las razas las mas representativas fueron las cruzas, Caniche,
Cimarrén y Labrador. De las 32 perras estudiadas con tumores de mama el 65% (21)
tuvieron diagnostico histopatolégico de tumor maligno mientras que, el 35% (11) fueron
benignos. Con los datos de la estadificacion clinica se pudo observar que el 64% de las
perras que presentaron tumores benignos se encontraban en estadio | (1 a 3 cm) y 36 % se
encontraban en estadio 11 (3 a5 cm). Dentro de las perras que obtuvieron un diagndstico de
tumores malignos, el 57% se encontraban en estadio 111, el 9% en estadio |1 y 24% en estadio
I. En el presente estudio no se obtuvieron animales que se encontraran en estadios IV y un
10 % estaban en estadio V de la enfermedad (metastasis en pulmdn). Los tumores malignos
encontrados con mas frecuencia fueron el carcinoma tubular y el carcinoma complejo,
seguido por el carcinoma solido y el tubulo papilar. Dentro de los tumores benignos se
destaco con mayor frecuencia el adenoma complejo seguido por el tumor benigno mixto y
el papiloma ductal simple. Se obtuvo una correlacion moderada en lo referente a la
estadificacion clinica e histopatologia ya que observamos tumores benignos T2 (de 3 a 5
cm) y tumores malignos T1 (1 a 3 cm) lo que hizo que la correlacion no fuera fuerte. En
cuanto al estudio genético se analizaron el exdn 22 y ex6n 23 del gen BRCAL y el ex6n 11
y exon 27 del gen BRCA2 en casos clinicos de perras con tumores de mama y en casos
control sin tumores. Se estudiaron 15 marcadores moleculares (SNPs, Indels) descriptos en
la plataforma Ensembl http://www.ensembl.org/index.html El calculo de frecuencia de cada
SNPs se realizd empleando el programa Genetix. Los estudios de asociacion se realizaron
mediante dendrogramas, funcion hclust del paquete stats en R. Los resultados fueron que 6
de los 15 marcadores estudiados fueron polimérficos (todos del tipo SNP). Por otro lado,
observamos SNPs tanto en perras con tumores de mama como en las perras control, por lo
que concluimos que esta observacion no esta relacionada con la presencia de tumores de
mama en estas perras.
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SUMMARY

In this work, a clinical study was carried out in 32 female dogs with mammary neoplasms,
the corresponding staging and pathological classification was completed. The genetic study
was accomplished in search of SNPs on the exon 22 and exon 23 from the BRCAL gen and
exon 11 and exon 27 of the BRCA2 gen. It was observed that the average age of the affected
bitches was 9 years old. The most affected mammary glands were the caudal abdominal and
the inguinal, 20 out of the 32 animals presented multiple neoplasms (62%) and 38% had a
single tumor. In what concerns to the most representatives dog breeds, we find Mongrel
dogs, Poodle, Cimarron and Labrador. Of the 32 studied dogs, 65% (21) had a
histopathological diagnosis of a malignant neoplasm while 35% (11) were benign. With the
data collected from the clinical staging, we were able to state that 64% of the female dogs
that presented benign tumors were found in stage I (1 to 3 cm) and 36% were found in stage
I1 (3 to 5 cm). Between the bitches with malignant tumors, 57% were animals found in stage
I11,9 % in stage 11, and 24 % in stage I. In the present study, no animals were found in stages
IV and 10% were in stage V of the disease (i.e., lung metastases). The most frequently
encountered malignant tumors were tubular carcinoma and complex carcinoma, followed
by solid carcinoma and papillary-tubular carcinoma. Among benign tumors, complex
adenoma was the most frequently detected, followed by the mixed benign tumor and simple
ductal papilloma. A moderate correlation was obtained between clinical staging and
histopathology, although we observed some size overlapping between T2 benign (3to 5 cm)
and T1 malignant (1 to 3 cm) neoplasms, which made the correlation not strong. Regarding
the genetic study, exon 22 and exon 23 of the BRCA1 gene and exon 11 and exon 27 of the
BRCAZ2 gene were analyzed in clinical cases of dogs with mammary tumors and in control
cases without tumors. 15 molecular markers (SNPs, Indels) described in the Ensembl
platform http://www.ensembl.org/index.html were studied. The frequency calculation of
each SNP was carried out using the Genetix program. Association studies were carried out
using dendrograms, hclust function from stats package in R. We found that 6 out the 15
markers studied were polymorphic (all the SNP type). We observed SNPs both in dogs with
mammary neoplasia and control dogs. For this reason, we conclude that this observation is
not related to the presence of mammary neoplasms in the studied dogs.
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INTRODUCCION

1.1) La hembra canina como modelo experimental en el estudio de cancer de mama.

El cancer es la primera causa de muerte en perros, siendo responsable de un 27-30% de las
muertes, aumentando hasta el 50% en algunas razas como el Golden Retriever o el Boyero
de Berna (Adams et al. 2010; Fleming et al. 2011).

Un estudio realizado entre 1985 y 2002 indic6 que la incidencia de cancer fue 3 veces mayor
en hembras que en machos, diferencia que se explica por la alta tasa de cancer de mama
observado en perras (Merlo et al. 2008).

Por este motivo el Instituto Nacional del Céncer reconocio el potencial para avanzar en el
estudio del cancer en animales de compafiia mediante el establecimiento del Programa de
Oncologia Comparada en el afio 2003 (Paoloni et al. 2008). Son ya varios los estudios
Ilevados a cabo por estas instituciones que han facilitado informacion a estudios de medicina
humana (Paoloni et al. 2014).

Otra de las similitudes encontradas entre los seres humanos y perras es el componente
genético y riesgo hereditario de padecer cancer de mama como los genes BRCA1y BRCA2,
genes supresores de tumores. Mutaciones en estos genes conducen a la acumulacion de dafio
en el ADN y el aumento de la posibilidad de desarrollar cAncer de mama y ovario en mujeres
(Rivera et al. 2011).

Tanto BRCAL1 como BRCA2 se han identificado también en el desarrollo de tumores
mamarios en el Springer Spaniel Inglés (Rivera et al. 2009; Rivera et al. 2011).

Los perros desarrollan tumores mamarios y otros tipos de cancer espontaneamente con un
sistema inmune intacto, que exhibe una serie de similitudes clinicas y moleculares con el
cancer de mama en humanos. Ademas de la presentacién espontanea del tumor, las
similitudes clinicas entre los tumores mamarios humanos (HBC) y caninos (CMT) incluyen
la edad de inicio (a partir de los 6 afios en perras y 40 en mujeres), la etiologia hormonal y
el curso de la enfermedad. Ademas, los factores que afectan el resultado de la enfermedad,
incluido el tamafio del tumor, la etapa y la invasion de los linfonodos, son similares en HBC
y CMT. Del mismo modo, las caracteristicas moleculares del receptor de esteroides, el
factor de crecimiento epidérmico, el marcador de proliferacion, la expresion de
metaloproteinasa y ciclooxigenasa, y la mutacion del gen supresor de tumores p53 en CMT,
imitan al HBC. Ademas, los carcinomas ductales in situ en las glandulas mamarias humanas
y caninas son particularmente similares en sus caracteristicas patologicas, moleculares y
visuales. Las caracteristicas de los CMT y sus similitudes con los HBC indican que el perro
podria ser un excelente modelo para el estudio de la enfermedad en humanos (Somaya et al.
2018).



1.2) Epidemiologia de los tumores de mama.

La perra posee 4-6 pares de mamas divididos en dos cadenas (derecha e izquierda) y se
designan, segun su localizacion, como toracicas (craneal y caudal), abdominales (craneal y
caudal) e inguinales. Se pueden numerar también del 1 al 5 siendo el 1 la primera toracica
y la 5 la dltima inguinal. Las glandulas mamarias son glandulas cutdneas modificadas,
tubuloalveolares compuestas. Su desarrollo comienza en el embridn, pero su crecimiento
total no se produce hasta la pubertad y concluye luego de la primera paricion (Claver et al.
1985).

Los tumores de mama son las neoplasias mas frecuentes en las perras enteras representando
cerca de la mitad de los casos oncoldgicos (Sorenmo et al. 2000; Hermo et al. 2005; Ochiat
et al. 2015). Menos del 1% de las neoplasias de glandula mamaria se presenta en caninos
machos, normalmente se producen por la secrecion de estrogenos por parte de un tumor
testicular en las células de Sertoli (Rutteman et al. 2000; Ogilvie et al. 2008; Von Euler H,
2014).

La incidencia de tumores benignos y malignos en poblaciones de perros se correlaciona con
la expectativa de vida y es reducida de manera importante por las practicas de
ovariohisterectomia (castracion) en perras jovenes, la cual es comun en Estados Unidos,
pero no estd fomentada en algunos paises europeos ni en Uruguay. La incidencia aumenta
por el uso de progestagenos inhibidores del estro (Lana, S. 2008; Nelson y Couto, 2010).
En nuestro pais se realiz6 un estudio entre los afios 2005 a 2009 sobre los factores asociados
a la presentacion del tipo de cancer en caninos atendidos en el Hospital de la Facultad de
Veterinaria donde se observo que el tipo de cancer que se present6 con mayor frecuencia en
hembras caninas fue el de mama (Elgue et al. 2012).

Por otra parte, el indice de incidencia estandarizada para tumores de mama es de
205/100.000 perros por afio, basandose en una poblacién definida de perros asegurados en
el Reino Unido (Dobson et al. 2002).

Aproximadamente la mitad de los tumores mamarios caninos son malignos y la mitad de
estos han hecho metéstasis al momento del diagnostico inicial. Dos tercios de las neoplasia
malignas ocurren en las mamas abdominales caudales, e inguinales, probablemente debido
al mayor volumen de tejido mamario presente en las mismas (Kurzman et al. 1986). En mas
del 50 % de los casos se afectan multiples glandulas. Pueden estar fijados a la piel, pero por
lo general no se adhieren a la pared corporal subyacente, aunque los malignos méas que los
benignos tienen mayor probabilidad de fijarse a la pared abdominal y estar cubiertos por
piel ulcerada (Nelson y Couto, 2010; Vail et al. 2020).

Los tumores de mama benignos en su mayoria son fibroadenomas. Los tumores malignos
mas habituales en esta especie son los carcinomas solidos, seguidos de los adenocarcinomas
tubulares, solamente el 3% son sarcomas y el 1% son carcinomas inflamatorios (Ruthane et
al. 2007) En la figura 1 se muestra un paciente con carcinoma inflamatorio.



Figura 1. Carcinoma inflamatorio. Notese el edema, eritema y engrosamiento de la piel que
estaban asociados a signos de dolor. Paciente canino, hembra de 12 afios, atendido en la
Consulta Especializada de Oncologia (Facultad de Veterinaria, UdelaR).

Segun otros autores, dentro de los tumores malignos el de mayor presentacion es el
carcinoma tubular simple, seguido del carcinoma sélido simple, carcinoma tubular complejo
y el carcinoma papilar quistico simple, y por Gltimo los distintos tipos de sarcomas (Flores
Alés, 1996; Oliveira de Oliveira et al, 2003). En el trabajo de Flores Alés (1996) dentro de
los tumores benignos, los adenomas son los méas frecuentes luego el fibroadenoma vy el
tumor mixto benigno. Sin embargo, en otros trabajos, el tumor benigno mas frecuente fue
el tumor mixto benigno, seguido del adenoma complejo y el fibroadenoma (Ziller Ortiz,
2004).

La edad promedio de las perras afectadas es de 10 a 11 afios (rango 2 a 16). Los tumores
benignos se presentan en animales méas jovenes que los malignos (Ogilvie et al. 2008; Rivera
et al. 2009).

1.3) Etiopatogenia.

En las perras la etiopatogenia de los TMC es multifactorial. La formacion tumoral es muy
compleja y requiere la acumulacion de maltiples alteraciones oncogénicas. Tras el sexo y la
edad, el principal factor de riesgo para desarrollar esta enfermedad es una historia familiar
positiva, lo que sugiere la existencia de factores genéticos que predisponen al desarrollo de
cancer de mama. En mujeres se considera que la proporcion de neoplasias mamarias
directamente atribuibles a factores hereditarios es de un 5% a un 10% del total (De la Hoya,
2000).

El desarrollo de tumores mamarios en la perra es claramente hormono-dependiente.
Comparado con las perras intactas, el riesgo para los tumores malignos en perras
esterilizadas antes del primer estro es 0,5%, luego del primer estro aumenta a un 8%, y se
incrementa a un 26% si la castracion es después del segundo estro (Paoloni et al. 2007;
Sobral et al. 2008; Al-Dissi et al. 2010; Liu et al. 2014). La esterilizacién mas tardia no
reduce el riesgo para los tumores malignos, aunque si parece ser reducido el riesgo para
tumores benignos (Ruthane et al. 2007; Lana et al. 2008; Rivera et al. 2009).



El tejido de la glandula mamaria normal contiene receptores de estrogenos (ERs) y de
progesterona (PRs) como ocurre en la mayoria de los tumores benignos. Como contraste,
los carcinomas, desprovistos de remanentes de epitelio mamario normal en muy pocos casos
contienen ERs y PRs, con rara presencia en las metastasis (Lana et al. 2008). Se han
encontrado receptores para estrogenos y progesterona en el tejido glandular mamario
normal, en el 70% de los tumores benignos y en el 50% de los tumores malignos. Los
tumores que no presentan receptores son los mas agresivos e indiferenciados. La presencia
de receptores es poco frecuente en las metastasis, lo que indicaria un patrén de crecimiento
autonomo. Este hallazgo concuerda con la idea de que una alteracion en el mecanismo
normal de expresion de dichos receptores produciria un progresivo desarrollo de tumores
malignos o que la progresion tumoral implica la alteracion de su expresion. (Corrada et al.
2001; Della Cella, 2014).

Otro factor importante a tener en cuenta es que los caninos comparten el mismo ambiente
que los seres humanos y estan expuestos a muchos de los mismos carcindgenos. El efecto
protector de la gestacion temprana en humanos no ha sido demostrado en perras. (Liu et al.
2014).

1.4) Factores de riesgo.

Existen diversos factores de riesgo que predisponen al animal a presentar tumores
mamarios:

Edad: Se considera uno de los factores de riesgo méas importantes para el desarrollo de
tumores mamarios con una incidencia maxima entre los 8 y 11 afios, y los perros mas
jévenes son propensos a tener tumores benignos (Burrai et al. 2020; Vail et al. 2020).

A pesar de tener diferentes expectativas de vida, la edad promedio de inicio de los tumores
mamarios es aproximadamente la misma en tiempos bioldgicos para las mujeres (después
de los 40 afios) y perras (después de los 6 afios). Ademas, la maxima incidencia de la
enfermedad es también comparable entre las dos especies (50-58 afios en mujeres y 8-11
afios en perros) (Queiroga et al. 2011).

Raza: No hay consenso con respecto a las razas que tienen mayor incidencia. Segin se
afirma el Chihuahua y Bdxer tienen menor riesgo de padecer tumores mamarios que otras
razas (Ogilvie et al. 2008). Sin embargo, un estudio en Suecia menciona que varias razas de
perros, entre las que se encuentran el Doberman, Ovejero Aleman, y Boxer, estan
predispuestos a tumores de mama (Rivera et al. 2009). Diversos estudios demuestran que,
en el desarrollo de tumores mamarios ademéas de los factores hormonales existe una
influencia de factores genéticos y una elevada predisposicion racial a algunos tipos de
cancer (Benavente, 2016). En un estudio realizado por Zatloukal et al. (2005), en la
Republica Checa, reportaron que las razas con mayor incidencia de tumores mamarios eran
Cocker Spaniel, Caniche y Dachshund, mientras que en un estudio realizado en Argentina
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por Benavente et al en 2013, las razas més diagnosticadas fueron el Cocker Spaniel, Pekinés
y el Ovejero Aleman.

En un estudio publicado por Burrai et al. (2020), el 61% de las CMT se observaron en perras
de raza pura, lo que sugiere, que la raza podria ser un factor de riesgo, y que ciertas razas,
como Caniche, Shih Tzu, asi como el Ovejero Aleman, son propensos a desarrollar
neoplasias mamarias.

Por lo tanto, parece ser que el riesgo varia segun el estudio y la localizacion geogréfica.
(Egenvallet, et al. 2005).

Se sabe poco sobre la neoplasia canina familiar, aunque diversos autores han mencionado
una mayor incidencia en animales cruza que en razas puras (Nieto et al. 2003). Algunas
discrepancias notables existen, especificamente entre los informes estadounidenses y
europeos. La raza Boxer tiene un riesgo reducido de CMT segun los datos de la Universidad
de Pensilvania, mientras que los estudios escandinavos reflejan un mayor riesgo en el Boxer.
Un estudio de la raza Beagle mostrd que dos lineas o familias diferentes tienen riesgos muy
diferentes. Estos resultados apoyan colectivamente una influencia genética en el desarrollo
de CMT (Valil et al. 2020).

Uso de progestagenos: Su uso a largo plazo se evidencié en mas del 70% de las perras que
presentaron tumores (Nelson y Couto, 2010; Vail et al. 2020).

Obesidad: Este elemento también puede ser un factor predisponente en la neoplasia mamaria
canina. Experimentalmente en roedores, y estudios epidemiolégicos en humanos han
mostrado que una dieta alta en grasa y la obesidad incrementa el riesgo de tumor de mama.
El tejido adiposo tiene la particularidad de poder sintetizar algunos esteroides. Las grandes
cantidades de tejido adiposo contribuyen a la exposicion de la glandula a estrégenos
promoviendo la tumorigénesis (Simpson, 1996; Ogilvie et al. 2008; Lana et al. 2008).). Se
ha visto que el riesgo de padecer tumores mamarios aumenta en aquellas perras que en su
juventud fueron obesas (Pérez Alenza et al. 1998).

Se ha sugerido que los frecuentes episodios de pseudogestacion podrian incrementar la
aparicion de lesiones preneoplasicas (Murrel et al. 1991; Rutteman et al. 1990). Este
aumento del riesgo ligado a la pseudogestacion podria ser secundario a la asociacion del
efecto de la edad y a la acumulacion de productos de secrecion dentro de la mama. Estos
productos no se eliminan como en la lactancia fisiologica. Habria una combinacion de
hipoxia ligada a la distension de los acinos, liberacion de radicales libres carcinogénicos y
acumulo de productos carcinogénicos de origen alimenticio o derivados de la degradacion
de la misma leche. Estos productos estarian en un contacto prolongado con el epitelio
mamario y podrian inducir a lesiones preneoplasicas o influenciar la evolucion de lesiones
preexistentes. Dentro de todo esto, la prolactina jugaria un rol indirecto por induccién a la
pseudoprefiez (Corrada y Gobello, 2001).



1.5) Presentacion clinica de tumores de mama.

Los tumores mamarios se manifiestan clinicamente como un nodulo Gnico o multiples
desarrollandose simultdnea o subsecuentemente (Vail et al. 2020). Los tumores mamarios
pueden variar de tamafios desde unos pocos milimetros hasta varios centimetros (Ogilvie et
al. 2008) (figura 2). Al menos el 50% de las perras con neoplasias mamarias tienen masas
tumorales maltiples, sin embargo, el prondstico no esta influido por su residencia o cantidad
(Ogilvie et al. 2008). Del 41 al 53% de los tumores mamarios que aparecen en la perra son
considerados malignos. Pueden estar asociados al pezon o mas a menudo con el tejido
glandular. En los casos de tumores mamarios benignos, el tumor es pequefio bien
circunscripto y firme a la palpacion (Vail et al. 2020). También puede ocurrir que de una
misma masa tumoral pueda obtenerse una apariencia histoldgica variable. Los tumores
malignos mas que los benignos tienden a fijarse a la pared corporal (Nelson y Couto, 2010).
La mayoria de los tumores mamarios malignos son clasificados como tumores epiteliales o
carcinomas. Los sarcomas puros (fibrosarcomas, osteosarcomas, sarcomas de otro tipo)
representan una minoria (Lana et al. 2008).

Segun Gurrai et al. (2020) el tamafio del tumor se considera uno de los principales hallazgos
macroscopicos relacionados con el comportamiento de la patologia. Consideraron el papel
del tamafio del tumor como un factor de CMT clinico relacionado con el prondstico. Se vio
que los tumores benignos eran mas pequefios que los tumores malignos.

Figura 2. A) Carcinoma mamario con metastasis en piel. B) Carcinoma mamario ulcerado.
Recidiva luego de la cirugia. Fotos tomadas en la Consulta Especializada de Oncologia,
Facultad de Veterinaria (UdelaR).



1,6) Diagndstico de los tumores mamarios.

En perras de edad avanzada, la neoplasia mamaria debe ser la primera patologia a considerar
cuando se observa un nodulo que afecta al tejido mamario. De todas formas, no se puede
descartar que se trate de otro tipo de lesiones benignas como mastitis, galactostasis,
galactorrea; o una neoplasia de los tejidos adyacentes (mastocitoma, lipoma, carcinoma de
células escamosas, etc.). En el proceso diagnostico inicial es muy importante obtener una
historia clinica completa, una exploracion fisica completa y una exploracion detallada de
todas las glandulas mamarias y linfonodos regionales, asi como una analitica sanguinea
completa que incluya hemograma y bioquimica sérica, urianalisis, para asi determinar el
estado general de salud del animal (Borrego, 2016).

La puncion aspiracion con aguja fina (PAAF) para realizar una citologia para diferenciar
entre tumor maligno y benigno ha sido comunicada como un método no vélido, sin embargo,
la evaluacién citolégica de la masa puede descartar otras lesiones como lesiones
inflamatorias, lipomas o mastocitomas (Ruthane et al. 2007; Lana et al. 2008). La PAAF
para evaluacion citolégica quizas también sea beneficiosa para el diagndstico de los
carcinomas inflamatorios (figura 3).

Figura 3. A) Paciente con carcinoma inflamatorio. Se realiz6 estudio citologico por PAAF.
B) Imagen panoramica constituida por grupos cohesivos de células epiteliales.10x. Cy D.
A mayor aumento las células epiteliales presentan criterios de malignidad incluyendo
anisocitosis, anisocariosis, macronucleolos y multinucleolos.100x Tincién Diff Quick

Fotos cedidas por la Dra. Cecilia Menéndez (Hospital, Facultad de Veterinaria).



Si se sospecha de metastasis hacia los linfonodos, la citologia debe ser usada para evaluar
los linfonodos sospechosos. La citologia por PAAF puede colaborar con el diagndstico
definitivo en algunos casos, no obstante, los resultados citoldgicos pueden ser engafiosos.
La principal finalidad de la citologia es distinguir entre lesiones inflamatorias y neoplasicas,
y diferenciar entre neoplasias malignas y benignas Las lesiones de la glandula mamaria
suponen un reto especial debido a la diversidad de tipos celulares que pueden estar
involucrados y a la frecuente superposicion de poblaciones celulares dentro de las lesiones
hiperplasicas, displasicas, benignas y malignas. El diagnostico por citologia exacto para
poder diferenciar neoplasias mamarias malignas y benignas en los perros, va a variar desde
un 33% hasta el 79% (Allison, 2009).

El método definitivo de obtener un diagndstico es por medio de la biopsia de tejido. Siempre
se recomienda la biopsia escisional o incisional. (Lana, 2008).

1,7) Estadificacion clinica de tumores mamarios.

La importancia de la estadificacion radica en permitir al clinico realizar un prondstico de la
enfermedad y planificar un posible tratamiento. El sistema utilizado es el propuesto por
Owen en 1980 para la Organizacion Mundial de la Salud (OMS). Esta estadificacion se
realiza mediante el sistema TNM, donde se categoriza a los animales en 5 estadios segun el
tamarfio tumoral y su adhesion a tejido adyacente (T), la afectacién de linfonodos regionales
(N), y la presencia o ausencia de metastasis a distancia (M) (cuadro ).



Cuadro 1. Esquema de estadificacion para los tumores mamarios caninos.

T N M
TAMANO NODULO METASTASIS
I T1 NO MO
11 T2 NO MO
111 T3 NO MO
v Cualquier T N1 MO
v Cualquier T Cualquier N Ml
T tumor primario N linfonodo regional M metéstasis distante
T1 menor a 3 cm. de didmetro NO sin metastasis MO sin metéstasis
T2 3 a5 cm. de didmetro N1 metastasis M1 metéstasis

T3 mayor a 5 cm. de didmetro
Fuente (Ogilvie et al. 2008)

Las caracteristicas a evaluar en el tumor primario son crecimiento rapido reciente, tamafio,
evidencia clinica de invasion (fijacién a la piel o fascia), ulceracién, y evidencia clinica de
carcinoma inflamatorio (Lana et al. 2008).

Las metastasis en los tumores mamarios malignos se producen a través de los vasos
linfaticos a linfonodos regionales, o via hematogena, siendo los pulmones el sitio méas
frecuente de metastasis a distancia (Sorenmo et al. 2011).

La ecografia es un componente de la estadificacion exhaustiva con el fin de evaluar la
posible extension locorregional (linfonodo inguinal superficial, linfonodos axilares) o
linfadenopatia metastasica intraabdominal, especialmente en aquellos casos en que los
tumores de mama se localizan en las glandulas mamarias caudales o que presenten factores
pronosticos negativos. La sospecha ecografica de metastasis debe confirmarse
preferentemente mediante analisis citoldgico de una PAAF ecoguiada. (Borrego, 2016).



Por lo tanto, la estadificacion debe incluir la base de datos minima, consistente en radiologia
toracica (tres incidencias: dorsoventral, laterolateral derecha y laterolateral izquierda)
(figura 4), ecografia abdominal, hemograma completo, panel de bioquimica sérica,
uriandlisis y evaluacion de linfonodos regionales mediante palpacion. Los linfonodos axilar
e inguinal deben ser palpados y aspirados para citologia si estan aumentados de tamafio
(Ogilvie et al. 2008).

Figura 4. Procedimiento radiografico de rutina (3 incidencias), realizado en oncologia para
exploracion de torax: A) Incidencia latero-lateral derecha; B) Incidencia dorsoventral; C)
Incidencia latero-lateral izquierda. Paciente: canino, hembra de 6 afios de edad donde no se
aprecian metéstasis pulmonares. Foto cedida por la Unidad de Imagenologia, Facultad de
Veterinaria.

Las dos glandulas mamarias caudales (4 -5) comunican con el linfonodo inguinal superficial
mientras que las glandulas craneales (1-2) comunican con el linfonodo axilar. La tercera
glandula puede drenar tanto al linfonodo axilar como inguinal. Los carcinomas que tienen
lugar en la mama 5 pueden mostrar metastasis a través del plexo linfatico en el subcutis de
la parte interna del muslo a linfonodos popliteos. (Ogilvie et al. 2008) (figura 5, cuadro 11).

. A
1ol 5 B
Axillary 1 -y
Rowdrom 12 B — A Ly
plid A 3. Node flow from ' Node
o ary ho. mammary Y L.
ands to " 1% tands to : Lo
Ph nodes . e ymph nodes . af
Inguinal | Inguinal
Lymph
Node e

Drenaje linfatico en perras sin tumores. Drenaje linfatico en perras con tumores de mama.

Figura 5. Esquema donde se observa la numeracion empleada para los tumores de mama
en perras y el drenaje linfatico en perras sin tumores de mama y perras con tumores.
Fuente: (GESVONC, 2015).
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Cuadro I1. Drenaje linfatico en perras sin tumor de mama y perras con tumores.

Glandula mamaria Drenaje linfatico normal Drenaje linfatico neoplésico.

1° Linfonodo(Inn) axilar Lnn axilar/esternal

20 Lnn axilar Lnn axilar/esternal

3° Lnn axilar/inguinal Lnn axilar/inguinal/iliaco medial

40 Lnn inguinal Lnn inguinal/axilar

50 Lnn inguinal Lnn inguinal/popliteo/vasos linfaticos
mediales del muslo.

Fuente: (GESVONC, 2015)

1.8) Clasificacion de tumores de mama.

En 1974, la OMS publico la primera “Clasificacion Histologica Internacional de Tumores
en Animales Domésticos”, donde se incluyen tumores y displasias de la glandula mamaria.
Este sistema de clasificacion estaba basado en tres trabajos sobre tumores mamarios
malignos en caninos publicado en “Veterinary Pathology” (Misdrop et al. 1973). Estas
publicaciones incluian un glosario basado en la morfologia descriptiva, que formo las bases
para la clasificacion de los tumores mamarios malignos caninos (Misdrop et al. 1972).
Varias clasificaciones de tumores mamarios en caninos han sido propuestas (Monlux et
al.1977; Moulton et al. 1979).

La clasificacién revisada y establecida por la Organizacion Mundial de la Salud (OMS) en
un intento por obtener una division pronéstico de peso, es descriptiva y subdivide ademas
los carcinomas en no-infiltrativos, carcinomas simples (tubulo-papilar, sélido, o anaplasico)
o complejos. Esta subdivision se fundamenta en clasificar los tumores por el aumento en su
potencial malignidad (Von Euler, 2014). La clasificacion de la OMS sigue el proceso de
diferenciacion comenzando por los tumores malignos que mas estrechamente se asemejan
a la estructura normal de la glandula mamaria y finalizando con los tumores poco
diferenciados que no presentan estructura glandular. Proporciond un sistema de
clasificacion histoldgica que pudiera ser Gtil para alcanzar un prondstico. Su objetivo es la
estandarizacién internacional de la terminologia y la nomenclatura de los tumores mamarios
caninos, la cual combina la clasificacion morfol6gica descriptiva con un criterio prondstico,
clasificando los tumores mamarios méas frecuentes en grados crecientes de malignidad.
(Misdorp et al. 1999). (Cuadro I11)
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Esta clasificacion ha sido posteriormente modificada en el afio 2011, proponiendo la
clasificacion histologica y la nomenclatura de las neoplasias y de las displasias de la
glandula mamaria en la especie canina (Goldsmith et al. 2011).

Las clasificaciones anteriores no incluian los carcinomas inflamatorios, al considerar que
no se trataba de un subtipo histolégico especifico, refiriéndose Unicamente a un nombre
genérico dado a un carcinoma de mama con marcada inflamacién (Misdorp et al. 2002). En
la nueva clasificacion de Goldsmith et al. (2011) el carcinoma inflamatorio ya aparece como
una entidad especifica. (Cuadro 1V).

Esta clasificacion histologica de los tumores de mama en perras, fue validada en el afio 2017
por Rasotto et al. En dicho estudio, durante dos afios se analiz6 una poblacion de 229
hembras caninas, los tiempos de supervivencia especificos de cada subtipo, la tasa de
recurrencia local y metéastasis a distancia (Goldshmidt et al. 2011, Rasotto et al. 2017).

Esta clasificacion incorpora algunas neoplasias como entidades especificas. Estas incluyen
el tipo cribiforme del carcinoma simple y el comedocarcinoma, ambos descritos bajo la
forma de carcinoma in situ. Otros han sido identificados como variantes malignas de
neoplasias anteriormente descritas como benignas, e incluyen el carcinoma ductal,
contraparte maligna del adenoma ductal previamente clasificado como un adenoma
basaloide, y el carcinoma papilar intraductal, contraparte maligna del adenoma papilar
intraductal previamente clasificado como papiloma ductal (Misdrop et al. 1999). Los
carcinomas micropapilares (una entidad recientemente descrita) han sido incorporados en
esta clasificacion (Gama et al. 2008). Otras nuevas entidades, como el carcinoma y
mioepitelioma maligno han sido identificadas usando marcadores inmunohistoquimicos
para células epiteliales (CKS8, 18, 19 Y CK7) y para células mioepiteliales y basales (CK5,
6, 14, 17, actina de musculo liso, calponina, vimentin, p63) (Sorenmo et al 2011). Se
incorporaron otras nuevas entidades recientemente descriptas como el carcinoma
micropapilar y la hiperplasia lobulillar regular (adenosis), pero los criterios generales
establecidos para la clasificacién de los tumores mamarios no han cambiado. Segln
Goldsmith et al. (2011) el mayor problema al evaluar las neoplasias mamarias en caninos
es identificar aquellas neoplasias que son realmente malignas. La presencia de algunas
células con nucleo grande y nucléolo prominente, a menudo lleva al sobre diagndstico de
carcinoma mamario.

Los siguientes son los criterios mas significativos para el diagndstico de tumores mamarios
malignos en perros, basados en secciones de Hematoxilina-Eosina:

Tipo tumoral.

Pleomorfismo nuclear y celular significativo.

Indice mitotico.

Presencia de areas de necrosis distribuidas aleatoriamente dentro de la neoplasia.
Invasion peri tumoral y linfatica.

Metastasis al linfonodo regional.

12



Se incorporaron modificaciones de acuerdo con el tejido de origen: epitelial, mioepitelial, o
mesenquimal (Misdorp el al. 2002). La mayoria de los tumores de glandulas mamarias son
de origen epitelial simple, algunos, sin embargo, pueden tener mas de un tipo de tejido como
ser tejido epitelial y mioepitelial (tumores complejos) o con areas de cartilago y hueso

(tumores mixtos).

Cuadro I11. Clasificacion de los tumores de mama segun Misdrop et al. (1999).

Por columna los tumores malignos estan en orden creciente de malignidad (arriba hacia

abajo).

Tumores malignos.

Carcinoma in situ no infiltrativo
Carcinoma complejo
Carcinoma simple

Carcinoma tubulo-papilar
Carcinoma sdlido

Carcinoma anaplasico

Tumores benignos
Adenoma simple
Adenoma basaloide
Adenoma complejo
Fibroadenoma
Papiloma ductal

Tumor mixto benigno

Lesiones no clasificadas
Displasia mamaria
Hiperplasia ductal

Hiperplasia lobular
(lobulillar)

Fibrosis focal
Ectasia ductal

Ginecomastia.

Tipos especiales de carcinomas
Carcinomas de células fusiformes

Carcinoma con diferenciacién
escamosa

Carcinoma mucinoso

Carcinoma rico en lipidos

Sarcomas
Fibrosarcomas
Osteosarcomas

Condrosarcomas

Carcinosarcomas
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Cuadro V. Clasificacion de Goldschmidt et al. (2011).

Neoplasias epiteliales malignas
Carcinoma in situ
Carcinoma simple
Tubular
Tubulopapilar
Papilar cistico
Cribiforme
Carcinoma micropapilar invasivo
Carcinoma sélido
Comedocarcinoma
Carcinoma anaplasico

Carcinoma surgiendo de un adenoma complejo/tumor
mixto.

Carcinoma de tipo complejo
Carcinoma y mioepitelioma maligno
Carcinoma mixto

Carcinoma ductal

Neoplasias epiteliales malignas: tipos especiales.
Carcinoma de células escamosas.

Carcinoma adenoescamoso

Carcinoma mucinoso

Carcinoma rico en lipidos

Neoplasia de células fusiformes

Mioepitelioma maligno

Carcinoma de células escamosas- variante de células
fusiformes

Variante de carcinoma de células de huso

Neoplasias mamarias

benignas.
Adenoma simple.

Adenoma papilar intraductal.
(Papiloma ductal)

Adenoma ductal. (Adenoma
basaloide)

Fibroadenoma
Mioepitelioma

Adenoma complejo
(Adenomioepitelioma)
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Carcinoma inflamatorio Tumor benigno mixto.

Neoplasias malignas mesenquimales. (Sarcomas) Hiperplasia y displasia
mamaria.

Osteosarcoma.
Ectasia del conducto.

Condrosarcoma

_ Hiperplasia lobulillar regular

Fibrosarcoma (adenosis).

Hemangiosarcoma Hiperplasia lobulillar  con
actividad secretora (lactancia).
Hiperplasia  lobular  con
fibrosis (Tejido conectivo
fibroso interlobular).
Hiperplasia lobular con atipia

Tumores mamarios malignos mixtos. Neoplasias del pezon

Carcinosarcoma. Adenoma

Carcinoma

Carcinoma con infiltracion
epidérmica

Hiperplasias/displasias del
pezén

Melanosis de la piel del pezdn

1.9) Factores prondsticos.

La edad es considerada un factor negativo ya que las perras gerontes tuvieron prondsticos
mas sombrios en algunos estudios (Ogilvie et al. 2008).

El tamafio tumoral mayor a 3 cm, la afectacion de linfonodos, los signos histoldgicos de
invasion linfatica y vascular, la ulceracion y las metastasis a distancia también son factores
de mal prondstico. Las metéstasis en linfonodos regionales se asociaron con mayor riesgo
de recurrencia y disminucion del tiempo de supervivencia global. Las perras sin metastasis
tuvieron 3 veces mas probabilidad de sobrevivir un afio desde el diagndstico que aquellas
con enfermedad metastasica (Ruthane et al. 2007).
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Perras con tumores menores de 3 cm, con crecimiento expansivo, bien, o0 moderadamente
diferenciados y clasificados como carcinomas complejos, tuvieron tiempos de
supervivencia significativamente méas largos. En este estudio, realizado por Santos y
colaboradores, considerando los tipos histoldgicos més frecuentes, los carcinosarcomas
fueron los tumores més agresivos (33% de recurrencias locales y/o metéstasis a distancia),
mientras que los carcinomas complejos fueron los menos agresivos (20% de recurrencias
locales y/o metastasis a distancia y un riesgo significativamente menor de muerte). Las
diferencias entre los carcinomas simples y los otros grupos no fueron significativas, lo que
demuestra que los carcinomas sélidos y tubulopapilares son probablemente un grupo
heterogéneo de neoplasias, con distintas capacidades invasivas y metastasicas distribuidas
equitativamente entre ambos grupos, como lo demuestran los porcentajes muy similares de
recurrencias locales y/o metastasis a distancia (26.7% para sélidos y 27.7% para carcinomas
tubulopapilares) (Santos et al. 2013).

La ulceracion y la necrosis, dos caracteristicas que se han sugerido como indicadores de
mayor agresividad tumoral, no se relacionaron significativamente con el pronéstico en este
estudio (Hellmén et al. 1993). Aunque la ulceracidn puede ser causada por el crecimiento
invasivo del tumor, debe destacarse que también puede deberse a traumas autoinducidos,
isquemia o infeccion de la piel, caracteristicas que no estan necesariamente asociadas a un
comportamiento biologico agresivo. La necrosis se asocié a un peor resultado, pero
diferentes metodologias de evaluacion pueden explicar los resultados divergentes. (De Las
Mulas et al. 2005).

Las perras con tumores positivos a los receptores de estrégenos y progesterona tienen mejor
pronostico que aquellas con neoplasias sin receptores con intervalo libre de enfermedad y
tiempo de supervivencia global mas prolongados. Los tumores positivos a los receptores tal
vez sean benignos. (Ogilvie et al. 2008).

En mujeres las neoplasias positivas a ERs y PRs responden al tratamiento endocrino, pero
los tumores que carecen de tales receptores no (Mc Guire et al. 1980; Nerurkar et al. 1987;
Rooney et al. 1993). Otros anélisis de expresion, llevados a cabo con técnicas de PCR a
tiempo real, realizados en tumores mamarios de la mujer han encontrado una sobre-
expresion del ER B en tumores con prondstico desfavorable, como aquellos que no
responden al tratamiento con Tamoxifeno (Iwao et al. 2000).

Se ha visto que la expresidn de determinados genes como ser de MMP-9 por las células del
estroma y de Ki-67 por las células tumorales son factores pronosticos independientes en los
tumores mamarios caninos, que pueden usarse para la seleccién de aquellos animales que
deben considerarse para el postoperatorio y tratamientos auxiliares. Estos factores
exhibieron un valor pronéstico mas fuerte que los pardmetros clinicos o histologicos
utilizados tradicionalmente para predecir el resultado del paciente, como el tamafio del
tumor, el grado histologico y el modo de crecimiento. (Santos et al. 2013).

Con respecto a la extension quirargica, los bordes quirargicos “limpios” segun lo valorado
con histopatologia demostraron tener valor prondstico para la supervivencia. El
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procedimiento quirdrgico que se debe llevar a cabo es aquel que logra margenes completos
(Vail et al. 2020).

El prondstico esta estrechamente correlacionado con el nivel de diferenciacion
histopatoldgica. Los tumores malignos con el mejor pronostico son los que presentan una
estructura glandular con epitelio secretor que contenga alvéolos, tibulos y mioepitelio.
Estos tumores se clasifican como carcinomas complejos, raramente metastatizan y mediante
una escisién completa, su pronostico es favorable. Si no existen células mioepiteliales, los
tumores se denominan carcinomas simples, frecuentemente se dividen en carcinomas
alveolares, tubulares, tubuloalveolares, papilares o papilares quisticos. Estos tumores son
invasivos y pueden diseminarse a distancia. Si la diseminacion ha sucedido a pesar de la
eliminacion quirdrgica, el pronostico sigue siendo desfavorable. Si el tumor carece de
estructuras luminares, se denomina carcinoma soélido. Este tipo es més invasivo y tiende a
metastatizar pronto, por lo que el prondstico es mas reservado. Las neoplasias menos
diferenciadas con aspecto de tejido heterogéneo desorganizado son las mas malignas. Estos
tumores frecuentemente se conocen como anaplasicos y tienen una gran tendencia a invadir
vasos linfaticos y sanguineos. La invasion de vasos linfaticos cutaneos hace que la piel
aparezca inflamada, de alli procede el término clinico descriptivo de carcinoma
inflamatorio. El pronostico para estos pacientes siempre es desfavorable, incluso
recurriendo a la cirugia radical. A veces se observa el carcinoma de células escamosas en la
glandula mamaria, su prondstico es grave. La incidencia de los sarcomas es variable, del 5
al 10 %. La mayoria son osteosarcomas extraesqueléticos primarios o fibrosarcomas con
pronostico desfavorable. La glandula mamaria es la segunda zona méas frecuente de
localizacion de osteosarcomas en hembras enteras después del esquelético, y su
comportamiento es igual de maligno. Si existen células neoplasicas malignas tanto
epiteliales como mesenquimales, el tumor se denomina carcinosarcoma. Estos tumores son
siempre muy agresivos y presentan un pronostico similar al de los carcinomas anaplasicos
(Goldschmidt et al. 2011; Cassali et al. 2013; VVon Euler, 2014).

1.10) Estudio de genes BRCA1 y BRCA2.

En lo que se refiere a la predisposicion y distribucion, se han identificado varios genes,
aunque la mayoria de los factores de riesgo son desconocidos, conociéndose ain menos
sobre el riesgo hereditario (Rivera et al. 2009). En un estudio de tumores de mama se
evaluaron diez genes y se vio que BRCA1 y BRCA2 estaban asociados significativamente
con la presencia de tumor mamario en caninos (Rivera et al. 2009).

Los genes de susceptibilidad al cancer de mama BRCA1 y BRCA2 pertenecen al grupo de
los genes supresores de tumores y juegan un rol critico en la preservacion de la estabilidad
genomica, actuando como sensores de dafio en el DNA, siendo responsables de su
reparacion (Pierce et al. 2002).

Por otra parte, mutaciones frecuentes en tumores humanos, han sido también descritas en
tumores espontaneos caninos. Algunos ejemplos son la mutacion V600OE en BRAF, en
carcinoma de prdéstata, carcinoma urotelial, melanoma, glioma o tumor de vaina nerviosa
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periférico de los perros (Mochizuki et al. 2015) o las mutaciones del proto-oncogen c-kit,
presente en perros con mastocitomas (London et al. 1999).

BRCAL1 esté involucrado en la etiopatogenia tumoral, es productor de una fosfoproteina que
participa en la regulacion del ciclo celular. La pérdida de la expresion de BRCAL fue
asociada con una alta proliferacion del marcador ki-67 y ERs alfa. La reduccion y
distribucion de la proteina BRCAL1 en tumores mamarios caninos fue significativamente
asociado con caracteristicas malignas. Los resultados podrian indicar que el gen BRCA1
tendria un comportamiento maligno en esos tumores (Nieto et al. 2003).

El gen BRCAL, localizado en el cromosoma 9 en caninos, codifica una fosfoproteina nuclear
de 220 kDa. BRCAL se asocia con la diferenciacion funcional en numerosos tejidos y
participa en la regulacion del ciclo celular en células epiteliales mamarias. Esté involucrado
en la etiopatogenia tumoral. En caninos, su rol en tejido mamario normal no ha sido
estudiado en profundidad, ni tampoco en tumores mamarios. (Nieto et al. 2003).

La pérdida de BRCAL produce ADN defectuoso ya que no se reparan los dafios. Estos
hallazgos apoyan el papel de que BRCAL es un gen supresor de tumores, la disminucién de
su expresion representa un paso critico en el desarrollo del cancer de mama (Nieto et al.
2003; Yoshikawa et al. 2012).

Con respecto al gen BRCA 2, localizado en el cromosoma 25 en caninos y 13 en humanos,
se ha informado que sus mutaciones estan asociadas con el desarrollo de tumores mamarios
en perros ya que al clonar y secuenciarlo se encontraron polimorfismos (Ochiat et al. 2015).

En humanos se ha determinado que mutaciones en diversos genes predisponen al desarrollo
de tumores mamarios (Rivera et al. 2009). Alteraciones en el gen BRCA1 son responsables
de parte de los canceres de mama hereditarios en mujeres (Lana et al. 2008).

En humanos se ha visto que las mujeres que han heredado mutaciones en los genes BRCA1
0 BRCA2 tienen aumentado sustancialmente el riesgo de padecer cancer de mama, con un
riesgo de por vida de 56% a 84%. La mayoria de las mutaciones de estos genes demostraron
causar truncamiento de proteinas a través de indels, mutaciones sin sentido, variantes de
empalme o reordenamientos (Rivera et al. 2009).

En un estudio exploratorio, la expresion de ARNm de BRCAL, BRCA2 y RAD51 se
cuantifico en muestras de tejido microdiseccionadas con laser altamente definidas de
adenomas simples, adenocarcinomas de la glandula mamaria y sus metéstasis en los
linfonodos mediante PCR de transcripcion inversa cuantitativa en tiempo real. Se encontrd
una sobreexpresion de RAD51y BRCA2 en 8 de 10 (80%) y 5 de 10 (50%) de las metastasis
en los linfonodos, respectivamente. La comparacion directa de tumores primarios y
metastasis reveld un aumento de la expresion de ARNm de BRCA1 (2/10 perros, 20%),
BRCA2 (2/10 perros, 20%) y RAD51 (3/10 perros, 30%) en las metastasis de los
linfonodos. En conjunto, los resultados sugieren que RAD51 esté regulado al alza en la
mayoria de las metastasis en los linfonodos de los tumores mamarios caninos (Klopfleisch
et al. 2009).
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Un elemento importante en la regulacion de la transcripcion de un gen, es el promotor. En
un estudio se analizé la actividad del promotor de BRCAL, su estado de mutacion y los
patrones de expresion de BRCAL en caninos. Se concluyé que los niveles de la proteina
BRCAL en tumores malignos son significativamente mas bajos que en el tejido mamario
normal. Ademas, se encontrd una mutacién puntual en el promotor de BRCA1 (Gnicamente
en tumores malignos) en una alta frecuencia. ElI promotor de BRCAL comparte 71% de
identidad con el de humanos (Qiu et al. 2015).

Los estudios realizados a nivel internacional son en diferentes razas caninas. En nuestro
pais, la mayoria de los casos de tumores mamarios vistos en el Hospital de Facultad de
Veterinaria son en perras mestizos y de diversas razas. Por otra parte, no se han realizado
estudios de mutaciones en estos animales. Dada la importancia descrita en los genes BRCA1
y BRCAZ2, en este proyecto se plantea el andlisis de los exones 22 y 23 del gen BRCAL, y
los exones 11 y 27 del gen BRCA2. Regiones en las que se han descrito numerosas
mutaciones puntuales (SNPs) en caninos. (http://www.ensembl.org/index.html).

1.11) Tratamiento y prevencion.

El propietario deberia ser asesorado con respecto a medidas preventivas como realizar la
ovariectomia de su perra antes del primer estro, y controlar el peso (Ogilvie et al. 2008).
Una vez presentes, los tumores de glandula mamaria son uno de los principales problemas
del aparato reproductivo que nos llega actualmente a la consulta clinica representando cerca
de la mitad de los casos oncoldgicos. Debido a su complejo desarrollo, que tiende a la
progresion y malignizacion del tejido mamario a lo largo del tiempo, no quedan dudas que
cuanto mas rapido se proceda a su extraccion quirdrgica, mayores son las posibilidades de
sobrevida del paciente. La cirugia es el tratamiento de eleccion para la neoplasia mamaria
localizada. El tipo de cirugia depende de la extension de la enfermedad (Ogilvie et al. 2008;
Lana et al. 2008). La mayoria de los tumores de mama logran la remision completa con la
cirugia como tratamiento unico (Ruthane et al. 2007) (figura 6).

Figura 6. A) Mastectomia radical unilateral realizada en una perra de 6 afios. B)
mastectomia regional realizada a una perra de 12 afios. Fotos cedidas por la Dra. Florencia
Sollier. (Unidad de Cirugia de pequefios animales. Facultad de Veterinaria).

Las técnicas quirdrgicas empleadas, incluyen: mastectomia, mastectomia regional,
mastectomia radical uni o bilaterales (Vail et al. 2020). Los pros y los contras de la escisién
radical versus la local son ampliamente discutidos. La eleccidon de la técnica adecuada
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depende del tamarfio del tumor, del nUmero de mamas afectadas, la localizacion, fijacion a
los tejidos circundantes y el estado sanitario general del paciente. La remocion de los
linfonodos regionales estd indicada si el examen citoldgico de los mismos revela la
presencia de células tumorales (Alisson et al. 2009). La eleccion del procedimiento
quirdrgico més adecuado debe ser individualizada para cada paciente y estar determinada
por el drenaje linfatico del tumor, su grado de infiltracion en los tejidos adyacentes, la
probabilidad de lograr un control local de la enfermedad, asi como la recuperacion del
paciente (Sorenmo et al. 2009; Borrego 2016). Una contraindicacion importante de la
cirugia son los carcinomas inflamatorios, ya que no es posible eliminar por completo el
tumor y la recidiva puede ocurrir unos pocos dias después de la cirugia (Ruthane et al. 2007).
Como regla general debe haber suficiente tejido normal alrededor del tumor para eliminar
digitaciones ocultas del cancer, que puedan extenderse desde la lesion primaria. Todo el
tejido resecado deberia ser remitido a patologia, con los bordes claramente delineados para
facilitar la identificacion (Ogilvie et al. 2008).

La ovariectomia desarrollada conjuntamente con la remocion del tumor mamario
prolongaria el tiempo de supervivencia no solamente en perras con tumores benignos, sino
también en malignos. En perras castradas con un periodo inferior a 2 afios desde el momento
de la ablacion quirargica la supervivencia fue de un 45% mas que si no se hubiera hecho.
Por consiguiente, la castracion de todas las hembras al tiempo de la remocién del tumor
mamario debe ser considerada (Sorenmo et al. 2000).

Las perras con tumores mamarios malignos, y en presencia de factores pronosticos
negativos, como por ejemplo enfermedad avanzada localmente o presencia de metastasis, 0
con un tipo histoldgico bioldégicamente agresivo, pueden beneficiarse de un tratamiento
adyuvante como la quimioterapia o terapias antiangiogénicas (Borrego, 2016). Los
farmacos mas comdnmente utilizados son doxorubicina, carboplatino, mitoxantrona, 5-
fluorouracilo y ciclofosfamida. Una respuesta parcial a la mitoxantrona, droga eficaz en el
cancer mamario humano, fue registrada en 1 de 6 perras tratadas (Hahn, 2001; Ogilvie et al.
2008). Inhibidores selectivos de COX- 2 como el piroxicam, ha mostrado efecto frente a
estos procesos Yy esté indicado en los carcinomas inflamatorios (Ruthane et al. 2007).

La investigacion del cancer en las ultimas dos décadas ha proporcionado un mejor
entendimiento de las vias moleculares y los mecanismos de las metastasis y resistencias a
farmacos. Se han disefiado tratamientos mucho mas especificos/dirigidos y una de estas
estrategias es lo que se conoce como quimioterapia metronémica. A diferencia de la
quimioterapia convencional, la quimioterapia metronémica se caracteriza por la
administracion continua de farmacos a dosis que son mucho mas bajas que la de los
tratamientos convencionales. Una de las dianas de la quimioterapia metrondmica es la
vascularizacion tumoral (angiogénesis) y los linfocitos T reguladores (Tregs) que ayudan a
las celulas tumorales a evadir el reconocimiento y destruccion por parte del sistema inmune
en muchos tipos de cancer en medicina humana y veterinaria (London et al. 2014). En
veterinaria, algunos de los farmacos mas utilizados son el fosfato de toceranib y la
ciclofosfamida en combinacion en muchos casos con antiinflamatorios no esteroideos
(Borrego, 2016).
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Con respecto a la radioterapia, puede emplearse como terapia adyuvante postquirdrgica, en
el tratamiento de tumores inoperables 0 en metastasis 0seas (Rutterman et al. 2000). Se
puede realizar antes o después de la reseccién quirdrgica del tumor. Generalmente la
radiacion fracasa en el centro del tumor, donde existen grandes volumenes de células
muchas en condiciones de hipoxia, pero es efectiva en la periferia, donde las células estan
en cantidades reducidas y bien vascularizadas (Mc Leod et al. 1989).

Existe interés en investigar tratamientos adicionales para aumentar la eficacia de la
quimioterapia y radioterapia, y tomar ventaja de las mutaciones observadas en el cancer de
mama en perros. Por tanto, el grupo de farmacos de los inhibidores de PARP poli(ADP)-
ribosa polimerasa podria investigarse para el tratamiento de tumores mamarios en pacientes
caninas. De estos farmacos, olaparib es un inhibidor de PARP, bloquea las proteinas
(denominadas PARP) que ayudan a reparar el ADN dafiado. Debido a que las mutaciones
en BRCA 2 pueden también dificultar la reparacion del ADN, la inhibicion ulterior de este
proceso con olaparib puede causar la muerte de las células tumorales que portan una
mutacion en BRCA. Olaparib, rucaparib y niraparib, son compuestos que "atrapan” la
proteina PARP1 en el ADN, evitando la liberacion de PARP1 desde el sitio del dafio. En
consecuencia, obstaculizan el ciclo catalitico de PARP1; algunos son mas potentes que otros
(Thumser-Henner et al.2020).

En 2009, se inicio en mujeres un ensayo clinico de fase I de olaparib, que incluyo a pacientes
con tumores de ovario y de mama (entre otros tipos de tumores), con mutaciones de la linea
germinal BRCA1 o BRCAZ2. El sesenta y tres por ciento de los pacientes con mutaciones
experimentaron un beneficio clinico, mostrando asi el efecto clinico de la letalidad sintética
usando PARPI (Fong et al. 2009). Desafortunadamente, hasta la fecha no se han realizado
mas investigaciones sobre el uso de PARPI en pacientes caninos. Antes de gque estas terapias
se administren en combinacion con quimioterapia y radioterapia en clinicas de animales, se
necesitan mas investigaciones. Ademas, PARPI representa una adicion no despreciable al
ya alto costo del tratamiento del cancer para los duefios de perros (Thumser-Henner et
al.2020).
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2) ANTECEDENTES ESPECIFICOS

2.1. Tumores mamarios caninos.

Las neoplasias mamarias caninas se presentan comunmente como nddulos circunscritos con
tamario, consistencia y movilidad variables, para la piel y los masculos. También se pueden
asociar con ulceracion y reacciones inflamatorias locales. Se observan con frecuencia
multiples tumores en una Unica glandula mamaria, o pueden involucrar multiples glandulas
mamarias simultdneamente, y pueden ser de diferentes tipos histologicos (Kurzman et al.
1987). Es el tumor con el peor prondéstico el que siempre determinara la evolucion clinica
del paciente (Calvalcanti et al. 2006). Las glandulas mamarias inguinales y abdominales
caudales se ven afectadas con mayor frecuencia que las glandulas toracicas, por tener mayor
volumen de tejido mamario (Cassali et al.2009) (figura 7).

Figura 7. Tumor de mamas abdominales caudales e inguinales. Foto de la autora.

El examen fisico general comprueba si el tumor es movil en el tejido mamario o infiltrativo,
involucrando la piel adyacente, la fascia inferior o la pared abdominal, lo que implica un
peor pronostico. En casos de tumores mas malignos puede existir eritema cutaneo,
temperatura elevada, ulceracion y edema. (Vail et al. 2020)

Se ha observado una progresion neoplasica continua desde las lesiones preneoplésicas hasta
carcinomas plenamente invasivos como también se describe en el cancer de mama en
humanos (Sorenmo et al.2009). Ello implica adenosis, adenosis esclerosante, papiloma
intraductal, papiloma esclerosante, hiperplasia ductal, hiperplasia ductal atipica, y
carcinoma ductal in situ. Los focos malignos también han sido hallados en tumores por lo
demas benignos. (Von Euler, 2014)

2.2. Histopatologia

La clasificacion histoldgica de los tumores mamarios es la mejor herramienta para predecir
el comportamiento biolégico. Por este motivo, es esencial realizar un analisis
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histopatoldgico de todos los tumores, independientemente de su tamafio, ya que este examen
proporciona informacion adicional importante que puede ayudar al clinico a definir el
pronostico y el mejor plan de tratamiento. La calidad de la muestra se ve afectada por la
falta de representacion, la fijacion inadecuada y la falta de informacion sobre la misma
(Werner et al. 2009).

Para los procedimientos de corte de las muestras, las recomendaciones de Estrella et al.
(2010) para tumores entre 3-5 cm y muestras mayores de 5 cm, se deben recolectar tres y
cinco fragmentos de la masa tumoral respectivamente, y cada fragmento no debe medir mas
de 1.5x1.5x0.5 cm. Es imposible recortar la muestra de biopsia porque cada muestra es
unica. Se deben considerar el tamafio de la muestra, el area total del margen, el tipo de tumor
y las posibles restricciones financieras. La seccion transversal (método radial, "mitades y
cuartos") es el método mas utilizado para masas pequefias o moderadas. El tumor se divide
en dos a lo largo de su eje mas corto. Posteriormente, cada mitad del tejido se biseca a través
de su eje mas largo, creando cuartos de secciéon que demuestran la masa en un plano
diferente. Por otro lado, el corte paralelo a intervalos regulares (corte en serie) aumenta el
porcentaje de tejido marginal examinado. Se deben tomar muestras de todas las glandulas
mamarias de la cadena enviada, incluso si no contienen un tumor. Durante la escision de
los linfonodos debe medirse y, en caso de aumento de tamafio, cortarse en secciones
longitudinales. La evaluacion histopatologica con tincion con hematoxilina-eosina permite
evaluar la metastasis contando el nimero de grupos de células (Estrella et al. 2010). Segin
las recomendaciones previas, las muestras deben fijarse en formaldehido y enviarse al
laboratorio dentro de las 24 horas para su procesamiento. Cuando se realice la mastectomia
parcial, cada glandula mamaria afectada, incluida la piel y el tejido subcutaneo, y los
linfonodos regionales deberian recolectarse por separado y fijarse en formalina tamponada
con fosfato neutro al 10%. Sin embargo, este procedimiento podria dificultar la evaluacion
de los margenes de reseccion quirtirgica. Como alternativa, toda la cadena mamaria con
linfonodos inguinales podria colocarse en un recipiente con formalina al 10%. Si la muestra
quirurgica es grande, algunos cortes en el lado cutdneo de la muestra podrian evitar una
fijacion inadecuada. El volumen de esta solucion debe ser al menos 10 veces el tamafio del
fragmento. Se recomienda que el tiempo de fijacion no supere las 24-48 horas. Se debe
etiquetar con el nombre del animal, el tejido y la ubicaciéon de la lesion, y deben
acompafiarse de la solicitud del médico con informacion precisa sobre el historial médico
del animal, incluida la descripcidon macroscépica del tumor (Ferreira et al. 2003).

Como método diagndstico, el mas seguro es el examen histopatolégico de biopsias
excisionales o incisionales. Ademas de facilitar la clasificacion de la lesion, el examen
histopatologico permite evaluar la infiltracion de la piel, los tejidos blandos y los vasos
sanguineos circundantes. También se evaltan detalles sobre la histomorfologia del tumor
(presencia o ausencia de pleomorfismo, grado de diferenciacion, indice mitotico, presencia
0 ausencia de necrosis) que contribuye a una escision precisa (Ferreira et al.2003).

Entre las razones para realizar la clasificacion histopatoldgica de los tumores de mama, se
encuentra el objetivo de evaluar la arquitectura de la neoplasia y las variaciones
morfoldgicas del ndcleo, el grado histoldgico, lo que presenta una correlacion significativa
con la agresividad del tumor (Elston y Ellis 1998).
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En medicina humana, actualmente el sistema de clasificacion mas utilizado es el de
Nottingham modificado por Elston y Ellis 1998, que ha reemplazado las evaluaciones
subjetivas previas cuando el grado de diferenciacién tumoral se estimo por la apariencia
general del tumor. Segun este sistema, la determinacion del grado histoldgico se basa en: la
evaluacion del indice de formacion de tabulos (un punto: mas del 75% del tumor esta
compuesto por tubulos, dos puntos: entre 10% y 75% de formaciones tubulares, y tres
puntos: los tabulos ocupan el 10% o menos del tumor); el pleomorfismo nuclear (un punto:
nucleos pequefios y regulares; dos puntos: aumento moderado en el tamafio y la variacion
de los nucleos; tres puntos: pleomorfismo marcado, con gran variacion en tamafio y forma
de ndcleos); y recuento mitético (un punto: 0-8 mitosis, dos puntos: 9-16 mitosis y tres
puntos: mas de 17 mitosis en lente 40x). El grado histoldgico del tumor se obtiene a través
de la suma de las puntuaciones, lo que da como resultado una cantidad total que oscila entre
3y 9. El resumen de los grados del tumor es: 3-5 puntos: grado I; 6-7 puntos: grado II; 8-9
puntos: grado Ill. La anaplasia aumenta con un aumento de grado. El grado histoldgico se
considera como un indicador pronostico independiente para el tumor de mama primario en
mujeres. El grado de malignidad se basa no solo en el tipo tumoral sino también en la
presencia de importante pleomorfismo celular, indice mitético, la presencia de éareas
necroticas, invasion peritumoral, linfatica y metastasis en linfonodos regionales (Elston y
Ellis 1998; Goldschmidt et al. 2011; Cassali et al. 2013).

Los casos de carcinoma indiferenciado (grado Ill) tenian un riesgo de muerte 21 veces
mayor en comparacion con los casos de carcinoma diferenciado (grado | y I1). También se
asocié un mayor riesgo (aproximadamente 10 veces) con los carcinomas simples
indiferenciados en comparacion con los diferenciados. El valor predictivo del grado
histologico no se vio influenciado por el tamafio del tumor o la edad del perro en el momento
de la mastectomia (Karayannopoulou et al. 2005).

En lo que se refiere a caninos, recientemente, el nimero de investigadores veterinarios que
han adoptado los criterios de clasificacion histoldgica propuestos por Nottingham para
evaluar los carcinomas de mama en perros ha aumentado.Segun la literatura disponible, el
uso de los criterios de estadificacion clinica TNM y la evaluacion de los factores prondsticos
morfolégicos clasicos (tamafio del tumor, recuento mitético, grado y tipo histolégico y
afectacion linfatica), bien establecidos en humanos, son Utiles para evaluar el pronostico de
las perras con carcinomas mamarios. Por lo tanto, los criterios de diagndstico deben
mejorarse y estandarizarse, y se necesita una inversion continua en el estudio de los
marcadores prondsticos y predictivos para que estos factores sean empleados de manera
rutinaria por los patélogos veterinarios y proporcionados a los médicos y cirujanos. El
objetivo no es someter a los pacientes a tratamientos agresivos innecesarios o dejar de tratar
a quienes se beneficiarian. Siempre se debe priorizar la calidad de vida del animal (Cassali
et al. 2013).
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2.3) Base genetica.

Los genes asociados con el cancer estan mucho mas relacionados entre perros y humanos
que entre ratones y humanos. Recientemente, muchos estudios han destacado los factores
de riesgo similares que estan asociados con el cancer de mama entre perros y humanos (Chiu
et al. 2019).

En las ultimas décadas, se han identificado similitudes clinicas y moleculares entre el HBC
y los CMT. Las similitudes clinicas incluyen la incidencia espontanea de tumores, la edad
de inicio, la etiologia hormonal y el curso idéntico de la enfermedad (Owen, 1979). Ademas,
los factores que afectan el resultado clinico, incluido el tamarfio del tumor, el estadio clinico
y la invasion de los linfonodos, son idénticos entre perros y humanos (Queiroga et al. 2011).

El HBC es el cancer méas comun entre las mujeres y afecta hasta un tercio de las mujeres
durante su vida (Mahdi et al. 2013).

En tumores de mama en mujeres, se han identificado multiples alteraciones cromosomicas
que involucran deleciones en los cromosomas 3p, 11p, 13qg, 17p y también pérdida de
heterocigosis en los cromosomas 1p, 1q, 179 y 18q entre otras, que en algunas ocasiones
producen pérdida de los denominados genes supresores (Ramon y Cajal, 2000).

En lo que respecta a los genes en si mismos, todos aquellos cuya activacion/inactivacion
constitutiva lleve a un aumento de la proliferacion celular, altere el control del ciclo celular,
interfiera con la diferenciacion celular o estén involucrados en la muerte celular programada
0 apoptosis son potencialmente oncogénicos. Ademas, hay que afiadir todos aquellos
cambios moleculares que se pueden heredar por linea germinal y predisponer a diversos
tipos de tumores, y a los mecanismos de carcinogénesis como deficiencias en el control de
reparacion del ADN, que se pueden asociar con el desarrollo de tumores (Ramén y Cajal,
2000).

Los carcinomas mamarios caninos metastasicos se pueden diferenciar de los carcinomas no
metastasicos por sus perfiles de expresion génica. Mas de un tercio de los genes expresados
diferencialmente también se describen como relevantes para el cancer de mama
humano. Muchos de los genes expresados diferencialmente estan vinculados a funciones y
vias que parecen ser relevantes para la induccion y el mantenimiento de la progresion
metastasica y pueden representar nuevas dianas terapeuticas (Klopfleisch et al.2010).

Diversos estudios demuestran que, en el desarrollo de tumores mamarios ademas de los
factores hormonales existe una influencia de factores genéticos y una elevada
predisposicion racial a algunos tipos de tumores (Benavente et al. 2016).

El cancer es una enfermedad compleja que involucra cambios genéticos y fenotipicos.
Varios polimorfismos de un solo nucleétido (SNP) se han asociado con el riesgo de
desarrollo de cancer de mama en mujeres, sin embargo, se sabe poco sobre su influencia en
el riesgo de tumor mamario canino (Canadas et al. 2018).
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Dada la alta homologia entre la secuencia del genoma canino y su contraparte humana, el
modelo canino ofrece un excelente recurso para explorar estrategias de prevencion del
cancer de mama triple negativo en las mujeres (no contienen receptores de estrogeno, de
progesterona ni producen exceso de la proteina HER2) particularmente portadoras de
mutaciones BRCA1/2 de alto riesgo (Somaia et al. 2019).

Los genes BRCA, genes supresores de tumores estdn involucrados en la sintesis de
complejos multiproteicos que aseguran la transcripcion y regulacion de la sintesis de ADN,
asi como el reconocimiento y correccion de roturas de la cadena doble de ADN. Ademas,
juegan un papel importante en el control del crecimiento celular y conservacion de la
integridad gendmica (Varol et al. 2018). Las mutaciones de la linea germinal en los genes
BRCA se han asociado con un riesgo relativamente alto (4 veces mayor) de desarrollo de
tumores mamarios en ciertas razas de perros (Egenvall et al. 2005; Rivera et al. 2009).
También se informo en perros una asociacion entre la expresion de BRCAL1 o BRCA2
mutado y RAD51 recombinasa (RAD51), una proteina que repara el ADN que, cuando se
regula al alza, se asocia con el desarrollo de tumores mamarios (Ochiat et al. 2001). En un
estudio se revelo que la expresion de BRCAL se redujo en lesiones mamarias malignas de
CMT. (Nieto et al. 2003).

BRCAL1 y BRCA2 son los genes mas importantes asociados significativamente con los
tumores mamarios. En un estudio se determind la asociacion entre las variaciones de estos
dos genes y los tumores mamarios caninos. El intron 8 y el exén 9 de BRCA1 y los exones
12, 24, 27 de BRCAZ2, se secuenciaron para detectar las variaciones genéticas. Ademas de
seis polimorfismos previamente identificados, se detectaron seis nuevos polimorfismos de
un solo nucleétido (SNP). La comparacion de las secuencias de 25 perras portadoras de
tumor mamario y 10 perras libres de tumor, sugirié que los dos SNPs en el intrén 8 y el
exon 9 de BRCAL y dos SNPs en el exdn 24 y el exdn 27 de BRCA2, que se identifican en
primer lugar en este estudio, podrian estar asociados con el desarrollo de tumores mamarios
en perras. Especialmente un SNP en el exon 9 de BRCA1 y un SNP en el exdn 24 de BRCA2
se asociaron significativamente con tumores mamarios caninos (Enginler et al. 2011).

La mayoria de las mutaciones observadas en los genes BRCA1l y BRCA2 resultan
truncamientos de proteinas, que representan pérdida de alteraciones funcionales. También
se detectaron muchas variantes en las secuencias de estos genes, cuyos efectos ain no han
sido identificados (Rivera et al. 2009).

Los avances en la investigacion molecular, genética y clinica aumentaron notablemente
nuestro conocimiento de la biologia basica del cancer. EI cancer se reconoce claramente
como una enfermedad compleja, que implica cambios en la secuencia genética, epigenética
y fenotipica. Investigacion exhaustiva en genética molecular aplicada a la oncologia, ha
llevado a la identificacion de perfiles genéticos asociados con caracteristicas de las
neoplasias en la clinica y patologia en el comportamiento bioldgico de los tumores y con su
respuesta al tratamiento (Canadas et al. 2018).

Hasta la fecha, solo unos pocos estudios han informado una asociacion entre SNP y el riesgo
de CMT. Algunos autores describieron frecuencias alélicas significativamente diferentes
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para varios SNP al comparar razas de alto y bajo riesgo para tumores mamarios, subrayando
la importancia de antecedentes genéticos en la susceptibilidad al tumor mamario
desarrollado en perros (Borge et al. 2013).

Otros autores han asociado recientemente SNP en genes BRCA1 y BRCA2 con neoplasia
mamaria desarrollada en perros (Rivera et al. 2009; Enginler et al. 2011). Ademas, una
asociacion entre SNP en el gen ESR1 y el riesgo de tumores mamarios en Springer Spaniels
también se ha descrito (Borge et al. 2013).

Existen reportes de variaciones significativas en la incidencia de tumores de mama en una
misma raza. Un estudio realizado en Beagles, sugiere que ademas de factores de edad y
hormonales, la susceptibilidad genética hereditaria también contribuye en el riesgo de
desarrollo de tumores mamarios en caninos (Vail et al. 2020).

BRCAL1 esté involucrado en todas las fases del ciclo celular, y juega un rol importante en la

coordinacion de la progresion del ciclo celular, siendo esencial para que se conserve la
integridad del genoma. Es por esto, que la pérdida de la funcion o mutaciones en BRCAl
dan como resultado: crecimientos retrasados, aumentos de apoptosis, falta de reparaciones
de dafios en el ADN defectuoso, duplicacion anormal del centrosoma, deficiencias en los
sitios de regulacion del ciclo celular (“checkpoints”) G2/M, deterioro en el control de los
husos y dafios en los cromosomas (Deng, 2006).

En cuanto al hallazgo de polimorfismos en BRCAL entre perras sanas y con tumores de
mama, se encontrd un polimorfismo de nucle6tido simple (SNPs) dentro del intron 23 (Gray
et al. 2000) y Tsuchida et al. (2001) encontrd microsatélites en el intron 14.

Se han detectado mutaciones en los genes: BRCA1, BRCA2, PTEN, ATM, TP53, CHEK?2,
PPM1D, CDH1, MLH1, MRE11, MSH2, MSH6, MUTYH, NBN, PMS1, PMS2, BRIP1,
RAD50, RAD51C, STK11 y BARD1, muchas de ellas relacionadas al aumento de la
expresion de determinados genes, lo que aumenta el riesgo de incidencia de cancer de
mama. (Mahdi et al. 2013).

Sun et al. (2015) en China detectaron tres nuevos SNP en BRCA1 canino; un SNP esta
asociado estadisticamente con CMT. Dos SNP en las supuestas regiones promotoras y un
SNP no sinénimo en el exon 23. En comparacion con 16 muestras normales, las secuencias
de 34 CMT sugirieron que un SNP se asocio con el desarrollo de CMT. Un mayor namero
de muestras podria ser Utiles para fortalecer la evidencia, y se justifican méas estudios de
analisis funcional para investigar el mecanismo subyacente de esta asociacion.

En caninos se realizo un estudio donde se analizaron mediante el método de secuenciacion
directa muestras de 15 tumores benignos, 15 malignos y 10 animales sanos, los resultados
indicaron dos mutaciones puntuales cada una en la region codificante de BRCAL canino en
una muestra de tumor mamario benigno y en una muestra de tumor mamario canino
maligno. No se detectaron mutaciones en las muestras de tejido mamario canino normal.
(Qiu et al. 2016).
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Borge et al. (2011) identificaron 64 SNP en 11 genes, incluidos BRCA1 en CMT. En su
informe, encontraron un SNP en la region codificante de BRCAL, que era un SNP sindnimo
que generalmente no altera la estructura de las proteinas. Sin embargo, algunos SNP
sindnimos pueden alterar el plegamiento del ARN vy, por lo tanto, puede tener un impacto
en la traduccion de proteina. En este estudio, se utilizaron perros con tumor mamario, y se
utilizaron perros normales como control. En el tejido mamario normal, no hubo variaciones
de nucleotidos, lo que indica que las variaciones genéticas pueden estar asociadas con
tumores de mama.

El primer hallazgo de un marcador polimorfico para BRCA2 canino fue realizado por
Yoshikawa et al. (2005) a. En su estudio, encontraron un unico polimorfismo de insercion /
delecion (indels) en la sefial de localizacion nuclear 2 (NLS2) del BRCA2 canino, llamado
10204ins / del AAA. Su estudio sugiere ademas que la eficiencia de translocacion de BRCA2
puede estar asociada con la morbilidad del tumor mamario en los perros, porque la tasa de
morbilidad en los perros fue mayor con la insercion de AAA que con la delecion de AAA.

Yoshikawa et al. (2005) b posteriormente en otro trabajo informé de otros polimorfismos
en el gen BRCA2. Teniendo en cuenta las secuencias gendmicas de las regiones del exon 27
de perros sin tumores y portadores de tumores mamarios, encontraron cuatro SNP nuevos.

En las perras también se ha sugerido que BRCA2 tiene una relacion con los tumores
mamarios. Sin embargo, no se ha establecido un consenso sobre la secuencia que presenta
mutaciones en este gen (Yoshikawa et al. 2012).

Otro grupo también investigaron variaciones del exén 11 de BRCA2 en tumores mamarios
malignos. El exdén 11, tanto en humanos como en perros, es el exdn mas grande y codifica
los dominios de repeticiones BRC, motivos cruciales para la interaccion con
RADSL. Identificaron mdltiples variaciones entre tumores mamarios caninos. Estos SNP
eran en su mayor parte mutaciones sin sentido que podrian provocar cambios estructurales
en la proteina BRCA2 y mutaciones silenciosas que no provocan alteracion de aminoacidos
(Hsu et al. 2010).

Al comparar secuencias de tumores mamarios y glandulas mamarias sanas, Enginler et
al. (2014) mostraron la existencia de dos SNP en el exdn 24 y el exon 27 de BRCAZ2,
mostrando una asociacion significativa del polimorfismo del exdn 24 en los tumores
mamarios caninos.

Ozmen et al. (2017) detectaron por primera vez 19 SNP del exén 11 de BRCA2 en tumores
mamarios caninos. En general, las variaciones genéticas de BRCA2 canino comprendian
SNP, inserciones y deleciones. Sin embargo, tanto los SNP codificantes como los no
codificantes tienen quizas un papel en la tumorigénesis, afectando la funcién de la proteina
0 la transcripcion.

Maues et al. (2018) también investigo el exdn 11 del BRCA2 canino, evaluando la frecuencia
de los SNP en perras con tumores mamarios. En su estudio, el 97,9 % de las perras se vieron
afectadas por uno a tres SNP en el exon 11 de BRCAZ2, lo que sugiere una correlacion entre
estos polimorfismos genéticos y la carcinogénesis.
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Las células tumorales que presentan mutaciones en BRCA1 generan una mayor dependencia
con la enzima poli (ADP-ribosa) polimerasa, para reparar su ADN y permitirle la
continuidad de su divisién. Se han desarrollado drogas antineoplésicas contra BRCA1, que
inhiben la enzima PARP, resultando efectivas en mujeres que presentan tumor de ovario
con mutaciones en BRCA1, durante la primera etapa del ensayo clinico (Audeh et al. 2010).

Debido a que los tumores deficientes en BRCA2 presentan este tipo particular de defectos,
se ha explotado terapéuticamente mediante el principio de letalidad sintética. La letalidad
sintética implica que la deficiencia en la expresion de un gen deja la célula viable, pero la
perturbacion de dos genes simultaneamente da como resultado la pérdida de viabilidad. Por
lo tanto, los pacientes que portan mutaciones de la linea germinal de BRCA2 son sensibles
a una clase de farmacos llamados inhibidores de PARP (proteina poli (ADP-ribosa)), porque
tienen un tipo especifico de defecto de reparacion del ADN a través de la mutacion
BRCAZ2. El estado de mutacion especifico de estas células representa una diana diagndstica
y terapéutica que, por un lado, explica las consecuencias de la deficiencia de BRCAZ2, pero,
por otro lado, puede utilizarse para atacar terapéuticamente las células tumorales. Los
inhibidores de PARP han sido aprobados clinicamente para explotar este principio y ahora
se incluyen en el tratamiento de los pacientes humanos, particularmente en los casos de
tumores con mutacion BRCA2. Se ha demostrado que el nivel de BRCA2 se reduce en
muestras de glandulas tumorales, lo que sugiere que la baja expresion de BRCA2 esta
contribuyendo al desarrollo de tumores mamarios en perros. Ademas, variaciones
especificas del gen BRCA2 afectan la fuerza de union de RAD51, dafian criticamente la
union de BRCA2-RAD51 y provocan una reparacion defectuosa. En humanos, los datos
preclinicos y clinicos revelaron una interaccion de letalidad sintética entre las mutaciones
de BRCA2 y la inhibicion de PARP. Los inhibidores de PARP se utilizan con éxito para
aumentar la sensibilidad a la quimioterapia y la radioterapia, aunque también se asocian con
numerosos efectos secundarios y resistencia adquirida. EI tratamiento del cancer de los
pacientes caninos podria beneficiarse de una mayor quimioterapia y radiosensibilidad, ya
que sus protocolos de terapia del cancer generalmente incluyen solo dosis bajas de
medicamentos o radiacién. Las primeras investigaciones muestran la tolerabilidad de
iniparib en perros. Los inhibidores de PARP también implican mayores costos de terapia y,
en consecuencia, es menos probable que los duefios de mascotas los acepten. Las
mutaciones en el gen BRCA2 canino tienen el potencial de ser explotadas en terapia clinica
mediante el uso de inhibidores de PARP. Sin embargo, se necesitan mas investigaciones
antes de introducir inhibidores de PARP en la practica clinica veterinaria (Thumser-Henner
et al.2020).

29



2.4) Perfiles de polimorfismo de un solo nucleotido.

Los polimorfismos de un solo nucle6tido (SNP) son diferencias de un solo nucleotido entre
dos moléculas de ADN.

Los SNP tienen solo dos alelos y aparecen aleatoriamente en todo el genoma, esto significa
que hay potencialmente millones de loci en el genoma que pueden utilizarse para realizar
perfiles. Se estima que los SNP se presentan en unos 15 millones de posiciones dentro del
genoma en la que estos cambios de una sola base revelan diferencias entre individuos. (Klug
etal. 2013).

2.5. Estudios poblacionales.

2.5.1. Frecuencias alélicas.

Se define a la frecuencia alélica como el cociente resultante de dividir el nimero de alelos
iguales en una poblacion por el nimero total de alelos para ese gen. Para una frecuencia
dada, el error estdndar disminuye a medida que aumenta el tamafio de la muestra, pero se
acerca a cero asintéticamente a partir de los 30 individuos. Se puede considerar, por tanto,
que un tamafio éptimo de muestra seria de 30 a 60 individuos (Martinez, 2001).

Si la proporcién de genotipos para un locus no esta en equilibrio en algunas poblaciones,
puede sospecharse que ha habido una seleccidn que afecte a dicho locus o la existencia de
alelos nulos. Al contrario, si una poblacion se desvia significativamente del equilibrio para
un ndamero independiente de loci puede deberse a que dentro de la poblacién existen
subdivisiones, o0 que existe migracion o flujo de genes desde una fuente externa o se estan
produciendo apareamientos no aleatorios (Callen et al. 1993; Montenegro, 2012).

2.5.2. Heterocigosidad

Una medida de la variacion genética es la cantidad de polimorfismos presentes en una
poblacién. Un locus se considera polimorfico cuando el alelo mas comun tiene una
frecuencia del 0,95, y por lo tanto el menos frecuente una frecuencia del 0,05. Una mejor
valoracion de la variacion genética es la heterocigosidad de la poblacién medida como la
frecuencia media de individuos heterocigotos por locus. (Lacadena, 1981).

La diferencia entre la heterocigosidad observada y la heterocigosidad esperada calculada a
partir de las frecuencias alélicas bajo la presuncién de equilibrio Hardy Weinberg puede
usarse como método para detectar distorsiones en la estructura de una poblacion. (Wellek,
2004; Montenegro, 2012).
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2.5.3. Valores de Fis, Fir y Fst para toda la poblacion.

La teoria de los indices de fijacion o estadisticos F fue concebida inicialmente por Sewall
Wright en los afios 40 y 50. Dos de los parametros mediante el cual Wright propone medir
las desviaciones de frecuencias genotipicas en poblaciones subdivididas son el Fis y el Fsr.
El Fis es la correlacion entre dos alelos, relativa a la subpoblacion. La magnitud del Fis,
viene dada por el valor absoluto del indice, siendo bajo si el valor esta entre 0 y 0.05, medio
si se encuentra entre 0.06 y 0.15, alto si se encuentra entre 0.16 y 0.25 y muy alto si es
mayor a 0.25 (Hartl, 1988).

El parametro Fst es la correlacion entre dos alelos tomando al azar uno de cada
subpoblacion, e indica el grado de diferenciacion genética entre las subpoblaciones. A través
de los estadisticos F se puede conocer la estructura poblacional tanto en situaciones en las
que existan seleccion como en las que no, ya que los términos estan definidos por las
frecuencias alélicas y genotipicas de la poblacion en un momento concreto. (Nei, 1987).

2.5.4. Equilibrio de Hardy-Weinberg.

Esta ley fue enunciada por Hardy y Weinberg (H&W) independientemente en 1908 y
formula que, en una poblacion grande bajo apareamiento aleatorio, sin seleccion, mutacion
0 migracion, las frecuencias alélicas y genotipicas permanecen constantes de generacion en
generacion.

En un estudio sobre variacion genética debe determinarse si hay desviaciones significativas
del equilibrio (H&W) en los loci estudiados. Si la proporcién de genotipos para un locus no
esta en equilibrio en algunas poblaciones, puede sospecharse que ha habido una seleccién
que afecte a dicho locus o la existencia de alelos nulos. Al contrario, si una poblacion se
desvia significativamente del equilibrio para un nimero independiente de loci, puede
deberse a que dentro de la poblacidn existen subdivisiones, o que existe migracion o flujo
de genes desde una fuente externa o se estan produciendo apareamientos no aleatorios
(Callen et al. 1993; Short et al.2007).

2.5.5. Analisis Factorial de Correspondencia

Intenta explicar una variable hipotetica (factor), por medio de un modelo lineal en el que el
factor (o varios factores) es funcion de un conjunto grande de variables observables. El
objetivo del Analisis Factorial de Correspondencia es encontrar una estructura mas simple
reduciendo la dimensionalidad de las variables sin perder informacion. Para simplificar el
analisis de los datos se reduce el nimero de variables a un pequefio numero de indices o
factores. Con este método las frecuencias alélicas de las poblaciones en todos los loci, se
usan como variables y el cluster de cada poblacion se representa graficamente (Li et al.
2005).

2.5.6. Dendrogramas.

Un dendrograma es la representacion grafica del orden en el que se han ido realizando
las agrupaciones y de las distancias entre pares de individuos. Es un diagrama que

31



muestra las distancias de atributos entre cada par de clases fusionadas de manera
secuencial. Para evitar cruzar lineas, el diagrama se expone graficamente de tal modo
que los miembros de cada par de clases que se fusionan son elementos proximos.

PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

Los tumores de mama son los més frecuentes en hembras caninas dentro de las consultas
oncologicas. También se debe considerar que el perro es un buen modelo de lo que sucede
en humanos entre otras cosas por compartir su ambiente. Es interesante considerar este
altimo punto a la hora de realizar estudios comparativos entre ambas especies. Al dia de
hoy hay poca informacion de lo que ocurre en caninos a nivel molecular. El estudio
planteado en este proyecto va a colaborar en la obtencion de este conocimiento con el fin
de lograr en un futuro, tener mayores elementos a la hora de enfrentarnos a estos casos
clinicos.

El andlisis de los genes BRCA1 y BRCA2 y su comparacion entre perras con y sin tumores,
permitira ver las diferencias entre ambos grupos. Al ver estas diferencias, en un futuro se
va a poder asesorar a los propietarios con respecto al prondéstico y al posible tratamiento con
quimioterapia.

Consideramos muy importante realizar el analisis clinico, histopatoldgico y el estudio de las
secuencias génicas mencionadas y llevar un registro del grupo problemay su evolucion.
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3) HIPOTESIS

Hipotesis 1. La presentacion clinica de los tumores de mama (tamafio, afectacion de
linfonodos regionales y presencia de metéstasis), tiene una correlacion con la estadificacion
histopatologica.

Hipotesis 2. Las perras que desarrollan tumores de mama presentan alteraciones del ADN
en los exones 22 y 23 del gen BRCAL y del exdn 11 y exon 27 del gen BRCA2.

Hipotesis 3. Existe relacion entre las mutaciones estudiadas de los genes BRCAI y BRCA2:
entre animales sanos y controles, segln el estadio clinico y las diferentes razas.

OBJETIVOS

4.1. Objetivos generales.

4.1.1. Determinar la correlacion entre la clinica y la clasificacion histopatolégica.

4.1.2. Determinar la existencia de polimorfismos genéticos en tumores de mama caninos.

4.2. Objetivos especificos.

4.2.1. Realizar la estadificacion clinica (TNM) e histopatologica de todos los pacientes con
tumores.

4.2.2. Estudiar la presencia de polimorfismos en los exones 22 y 23 del gen BRCA! y del
exon 11 y 27 del gen BRCA 2 en caninos con tumores de mama y en animales control.

4.2.3. Estudiar si existe relacion entre los polimorfismos encontrados con: los animales con
tumores de mama y animales control, segun el estadio clinico y las diferentes razas.
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5) ESTRATEGIA DE LA INVESTIGACION

A los efectos de cumplir con los objetivos de este trabajo se realizaron las siguientes etapas
experimentales:

Etapa 1. Seleccion de los grupos experimentales. Se seleccionaron perras control con edad
de 6 a 12 afios, de diversas razas con otras patologias que no fueran oncoldgicas para que
los dos grupos fueran homogéneos. Se descartd cualquier patologia oncoldgica mediante la
revision clinica, RX de torax y ecografia de abdomen.

Etapa 2. Se seleccionaron las perras con tumores de mama con el mismo rango etario. Se
realiz6 la estadificacién clinica TNM vy el estudio histopatoldgico de los tumores de mama
luego de la cirugia.

Etapa 3. A ambos grupos de animales se les realizo un estudio genético para el anélisis de
polimorfismos en los genes BRCAL y BRCA2. Para esto se realizo la extraccion de sangre
para extraccion de ADN y dichas muestras fueron enviadas a EEUU para su posterior
genotipado.

Etapa 4. Luego de tener el resultado del genotipado por parte de GeneSeek ink. se realizo el
analisis estadistico correspondiente.

6) MATERIALES Y METODOS

El trabajo de Tesis fue realizado en el Departamento de Clinicas y Hospital Veterinario de
la Facultad de Veterinaria de la Universidad de la Republica. Este estudio fue aprobado por
el Comité de Etica y Uso de Animales (CEUA) con el nimero 518.

6.1) Recursos materiales.

El Hospital de la Facultad de Veterinaria (UdelaR), cuenta con las instalaciones necesarias
para la atencion clinica y obtencion de muestras. El Laboratorio de Analisis Clinicos cuenta
con instrumental necesario para los estudios sanguineos (CB 31 Oi Biotecnica Instruments
S.p.A).

La unidad de imagenologia cuenta con un equipo de radiologia digital (Carestream) y un
ecografo fijo hospitalario TOSHIBA Nemio MX.

La histopatologia se realizé en el Laboratorio regional Este (DILAVE MGAP), con un
microscopio Olimpus BX51 usando tincién de hematoxilina y eosina con un aumento de
40x y 10x.
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La extraccion de ADN para el estudio molecular se realizé en el Laboratorio de Genética de
la Facultad de Veterinaria (UdelaR), utilizando el kit Qiagen y se cuantificaron las muestras
con el Nanodrop ND 1000.

Posteriormente fueron guardadas en freezer perteneciente al Hospital hasta que fueron
enviadas a GeneSeek ink. en EEUU.

6.2) Criterios de seleccion de casos.

Los casos de CMT fueron elegidos atendiendo las caracteristicas clinicas descritas
previamente en la especie, fueron seleccionados animales que presentaban nodulos/tumores,
en la region mamaria con caracteristicas clinicas compatibles con tumores mamarios.

Se seleccionaron hembras con un rango de edad de 6 a 12 afos, por ser la edad donde mas
se manifiesta esta patologia con un examen clinico general aceptable y cuyos estudios pre
quirdrgicos (bioquimica sanguinea, RX de térax, anélisis de orina) y la estatificacion de la
enfermedad permitiera la realizacién de una técnica quirargica adecuada (riesgo anestésico:
ASA 1o 11).

No ingresaron a este estudio pacientes con estadios muy avanzados de la enfermedad, con
mala condicidn corporal o con otras enfermedades cronicas concomitantes que pusieran en
riesgo el hecho de someterlos a un acto quirargico (riesgo anestésico ASA 111 o superior).

Para los casos control fueron elegidas hembras con el mismo rango de edad sin patologias
oncologicas que ingresaron al Hospital de la Facultad de Veterinaria por otros motivos.

Todos los pacientes ingresaron por medicina general donde se realiz6 el primer examen
clinico, se indico la rutina sanguinea, al igual que las perras sin tumores que tenian ecografia
de abdomen y Rx de térax que descartaba cualquier patologia oncoldgica.

6.3. Disefio experimental
Primer grupo: perras con tumores mamarios.

Se trabajé con 32 hembras distribuidas de la siguiente forma: 6 eran cruzas, 6 Caniches, 3
Labradores, 3 Cimarrones, 2 Cockers, 2 Ovejeros Alemanes, 2 Boxers, 1 Rottweiler, 1
Boyero de Berna, 2 Pitbulls, 1 Golden Retriever, 1 Dogo, 1 American Staffordshire terrier
y 1 Chihuahua.

El criterio de seleccion de las perras fue que fueran mayores de 6 afios, sin distincion de
raza, que estuvieran con buen estado general y aptas para ser derivadas a cirugia.

Todas las perras presentaron una rutina de sangre dentro de los parametros de referencia.
Se seleccionaron perras enteras (no castradas). Once de ellas habian tenido partos.

Se realiz6 el examen clinico que incluyd datos de anamnesis completa: edad, raza, estado
reproductivo, y caracteristicas del tumor: localizacién, tamafio, evolucién, si es Unico o
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multiple. Se registro ubicacion de los tumores en la cadena mamaria, nimero, tamafio,
consistencia, coloracion, adherencias, presencia de dolor y ulceracién (figura 8).

Figura 8. Tumor de mama ulcerado. Foto de la autora.

En cada paciente se realiz6 un minucioso examen fisico incluyendo la inspeccion y
palpacion de cada mama de ambas cadenas de forma individual, y de los linfonodos
regionales (axilares e inguinales).

La descripcion de las mamas afectadas por los tumores se realizé utilizando la letra | para
la cadena izquierda, letra D para la cadena derecha seguido del nimero de mama afectada
siendo el 1 la mas craneal a nivel axilar y el 5 la mama mas caudal inguinal.

En el Anexo 1 se encuentra la ficha utilizada para recabar los datos de las perras con
tumores.

Todos los animales estaban aptos para la cirugia menos una que se realizd la eutanasia el
dia de la consulta, ya que presentaba disnea severa por metastasis pulmonar. Fueron
intervenidas quirdrgicamente 31 perras menos una que se extrajo la muestra del tumor luego
de la eutanasia.

Ninguna de las perras presentaba metéstasis en linfonodos, ni metastasis en 6érganos
abdominales. Esto fue descartado por palpacion de linfonodos satélites y ecografia de
abdomen.

Dos perras presentaban metastasis pulmonar. Una de ellas fue la que se realiz6 la eutanasia
y la otra fue derivada a cirugia porque estaba estable y consideramos que la cirugia era una
opcién de tratamiento.

Los tutores de las pacientes seleccionadas recibieron informacion explicando los objetivos
del estudio, los riesgos y beneficios asociados, el disefio y las intervenciones requeridas, asi
como cualquier posible conflicto de interés del personal que participd en el estudio,
debiendo dar el consentimiento firmado antes de cada cirugia.
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Segundo grupo: casos control.

Se trabajo con 13 hembras caninas adultas de 6 a 12 afios de edad, enteras (no castradas)
que ingresaron a la consulta en el Hospital Veterinario de la Facultad de Veterinaria
(UdelaR), con otras patologias que no fueron oncologicas.

8 perras eran cruza, 2 Border Collie, 1 Blood Haund, 1 Caniche y 1 Gran Danés.

Todos los animales fueron revisados por un médico veterinario mediante un examen
objetivo general y particular para poder determinar su estado de salud. Una de las perras
ingresO para consulta cardioldgica, tres presentaban insuficiencia renal crénica y una
presentaba litiasis vesical, dos pacientes presentaban epilepsia idiopatica, tres consultaron
por lesiones dermatoldgicas, una ingresé para gastroenterologia y en los dos restantes, los
tutores solicitaron un chequeo general (Anexo 3).

6.4) Estadificacion de los pacientes.
El estadiado clinico es importante para determinar el pronostico.
Los dos sitios mas comunes de metastasis son los pulmones y linfonodos regionales.

La estadificacion clinica, se realizd basandonos en TNM (tumor, nddulos, metastasis),
segun Ogilvie et al. (2008).

A cada perra se le realizo las 3 incidencias de radiografia toracica, hemograma completo,
panel de bioquimica sérica, uriandlisis y evaluacion de linfonodos regionales mediante
palpacion, citologia por aspiracion con aguja fina si estan agrandados. Todos los tumores
fueron medidos con un calibre en cm. (figura 9).

Figura 9. Medicion con calibre de un tumor de mama. Foto de la autora.

La paciente con metastasis fue tratada con quimioterapia (descripcion se detalla mas
adelante).
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Tambien se realizd ecografia de abdomen, buscando metastasis y otras patologias
concomitantes ya que estas pacientes son hembras enteras y un alto porcentaje cursa con
mucometras.

6.5) Muestras de sangre.

De cada perra se extrajo una muestra de 6 ml de sangre de la vena radial con catéter de
teflon (Injex®) n° 18 a 21 G, dependiendo del tamarfio del animal. La muestra se dividio en
2 tubos con EDTA, uno para el hemograma en el laboratorio de Analisis Clinicos de la
Facultad de Veterinaria y el otro para el estudio genético que se realizo en el Laboratorio de
Genética de la Facultad de Veterinaria, y uno en tubo seco para la bioquimica sanguinea en
el Laboratorio de Analisis Clinicos de la Facultad de Veterinaria.

Las muestras de sangre de los animales fueron extraidas con consentimiento de los
propietarios de los animales, por un médico veterinario clinico, siguiendo las condiciones
de asepsia y de manejo correspondientes.

6.6) Muestras de tejido de las glandulas mamarias tumorales.

Las muestras fueron extraidas luego de la cirugia (mastectomia regional o mastectomia
radical.) La técnica varié en cada individuo segun la extension de la enfermedad. (figura
10). Estas muestras fueron empleadas para la realizacion del estudio histopatolégico.

Los tumores se clasificaron primero segin su tamafio en 3 grupos: tumores que miden
menos de 3 cm (T1) 3 a 5 centimetros (T2) y mayores de 5 cm. (T3). En los casos con
multiples ndédulos, se consider6 el de mayor tamafio durante los procedimientos de
seleccion. Luego, dependiendo del tamafio del tumor, se eligieron aleatoriamente tres
fragmentos, representativos de areas tumorales intratumor y periféricas, y se extrajeron de
cada tumor. Se excluyeron las areas necréticas.

Las muestras se fijaron en formol bufferado al 10% se enviaron al laboratorio Laclivet
donde se realizaron los cortes en secciones de 4 um y se colorearon con tinciéon de
Hematoxilina — eosina. Luego se procedié a la inclusion en blogues de parafina segin
métodos rutinarios para su estudio histopatoldgico en el Departamento de Patologia del
Laboratorio Regional Este del DILAVE (MGAP), de Treinta y Tres donde fueron
analizadas con la supervision y apoyo del Dr. Fernando Dutra.
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Figura 10. Tumor de mama luego de la extirpacion quirdrgica a cargo de la Dra. Florencia
Sollier (Unidad de Cirugia de Pequefios Animales, Facultad de Veterinaria).

6.7) Clasificacion Histopatoldgica de los tumores de mama.

Los tumores fueron agrupados segun la clasificacion histopatoldgica de Goldschmidt et al.
(2011).

6.8) Extraccion de sangre para realizar la extraccion de ADN.

A las 32 perras con tumores de mama, asi como a las 13 perras sin tumor (grupo control),
se les realizo la extraccion de las muestras de sangre en tubo con EDTA y se conservaron a
-18 G° C, hasta su posterior procesamiento (extraccion de ADN).

Dicha extraccion se realizd en el Laboratorio de Genética de la Facultad de Veterinaria
(UdelaR), Para este procedimiento se utilizé el kit Qiagen.

Todas las muestras de ADN se cuantificaron luego utilizando el espectrofotdmetro
Nanodrop ND 1000, con espectro total (220-750nm) que mide concentraciones de acidos
nucleicos con 1 pl de muestra. El software calcula automéaticamente la concentracion de los
acidos nucleicos (Anexo 6,7).

Las muestras fueron enviadas a GeneSeek, ink. en EEUU. con el fin de estudiar los
genotipos de las mutaciones tanto en las perras con tumores y las perras control en el gen
BRCAL y BRCA2. Se enviaron 25ng/ul por cada muestra en solucion.

Se analizé el exdn 22 y exdn 23 del gen BRCAL y el ex6n 11y exdn 27 del gen BRCA2.

Se eligieron zonas donde vimos que ocurren mayor nimero de mutaciones segun la
plataforma Ensembl http://www.ensembl.org/index.html

Se analizaron 15 (SNPs, Indels) que se detallan a continuacion.
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6.9) Regiones de los genes BRCA1 y BRCAZ2 a estudiar.

A continuacion, se muestra los 15 polimorfismos que se analizaron.
BRCA1

EXON 22

ATCTTCAGGGGCCTAGAAATCTGTTGCTATGGACCCTTTACCAACATGCCCAC
AGGTAAGAGACTGGGAGAAGTGCAGAGTCCAGCAGCAGACTTTCCCTTACAT
GGTGGAGTGTTACAGGABMBBCTGTCTTAAGAAGGTTCCTCAGATTGGTGAG
GTGCTCTAGAGGTCATTCTGTTTCTCTACCATCTGCCAGACAAAACCACACCT
AAACATTACCCTATATCAAAAAAACAGCCCTGTGCCCCTTCTCAAGAGCTAGA
AGGCCATGAAAAGTTAGCTTCTAGGATGCTAGTGTTCTGTGCTCATGGGGTGG
AGCTGACTTACTACCCTTTGGTTTAAGAAAAGAGAGAAATAATCAG

EXON 23

ATTCTAGTTCABMBCCTCTCTGTGTTTYGGAGCAAAGACGGAGACTCTCCTACT
TAGAAGTCTTGCA

BRCA2

EXON 11

GTTTATTGCATTCTTCTTCCATCAAAAAAAACTGTTTACAGAATGACTCAGAA
AAACCAGCTTTGTCTTTAACCAGCTCTTTTGGGACAATTCTGAGAAAAGTTTCC
AGTAATGGAGCCAGTTCTCCTRATAATAAAATAATATCTCAGGATCCTGATTA
TAAAGAAGCAAAAATTAATAAGAAAAAATTGGAGTCATTTATAACCACAGAA
ACTGATTGTCTGTCATCCCTGCAGGAAAAACATTGGGAAGATGATGCAAAAA
AACMAAGAGTTTCMGATATAAAAGAAAAAGTCTTGCCTACAGYAAGTCACCC
TCCTGTGCCACATTCAGAAGTGGAAGGTARTGATATTCACTTTCAGTCTCCAG
AAAGCTTTTCATTTGACTGTGATAATACCAGTCTGTTAACTCCTAGCTCTAGGG
ATTCTCCATCAAGCCTAGTTGTGATGTCTAGAGGAAAAGAATCATATAAAATA
TCAGAGAAACTAAAATGTAAGAATCATGAAACTGGTTTTGAATTAACCMAAA
ATATTCCCATGGAAAAGAATCAAGACATACATGTTTTAAATGCAGATTCTAAA
AATGCTAAACTGTTGTCAACTGAAAAACATRTAACAGTAGCATCATCTTCAGT
AAAGGTTCAGTTCAACCAAAATGCAAATCTCACCACAATCCAAAA

GCAAAAAGCTAAGAAACTGTTCAGTGACCTTGAGAATATCAATGAGGAAACT
TCTGTAGAAGTAGATAGAAGTTTCTCCTCAAGCAAATACAATGATTCTGTCTC
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AATGATTCAGATAGAAGATTGTAATGATAAAA.TTTAAATGAGAAAAATAAT
AAATGCCGGCTAATACTACAAAATAATATTGAAATGACTACTGACATTTTTGT
TGAAGAATATACTGAAAGTTACAGGAGAAATACAGAAAATGAAGGTAACCAA
TGTACTGACGCTGGTAGAAATACTTGTAACTCAGAATCTGATGGCAGTGATTC
AAGTAAAAATGATACAGTTTATATTCATGAAGAAGAAAATGGCTTGCCCTGTA
TTGATCAGCACAACATAGATCTGAAATTATTTAGCCAGTTTATGAAGGAGGGG
AACACTCAAATTAAAGAAGGTTTGTCAGATTTAACCTGTTTGGAAGTTATGAA
AGCTGAAGAAACATCTCATGTTACTATGTCAAATAAACAGCAGTTAACAGCTA
ATACGGGGCAAAACATAAAAGATTTTGACACTTTTTATTTATCCTTTCAGMCT
GCAAGCAGAAAAAATATAAGGGTCTCCARAGAGTCATTAAATAAAGCTAGAA
GTCTCCTTAATCAAAAATGGACAGAAGAAGAATTAAATAACTTTTCAGATTCC
TTGAATTCTGAATTACTTCCTGGCATAGATATCAA

EXON 27

ATGTCTTCTCCCAATAATGAGATGAATTATCAGAGTCCTTTATCACTTTGTAAG
CCAAAAGAGAAGTCTGTCCCCATACCTGGATCAACCCAAATGACTTCAAAGTC
TTATTGTAAAGAGGAGAAAGAGATGGATGACCCAAAAACCTGCAAAAAGAGA
AGAGCCTTGGACTTTTTGAGTAGAGTGCCTTTACCTCCATCTGTCAGTCCCATT
TGTACATTTGTTTCTCCAGCTGCACAGAAGGCATTTCAGCCACCACGGARTTG
CGGCACCAAATATGAAACACTGAIBAAGAAAGAGTTGAATTCTCCACAGATG
ACTCCACGTAAATTTAATGACCTTTCCCTTTTGGAAAGTGATTCAATAGCAGA
CGAAGAACTCGCAATGATAAACACCCAAGCCCTTTTGTTGGGTTCACCAGGAG
AACATCAACTTGTGTCTGTCAGTGACTCTACCAGGACTGCTCCCACGAGCTCA
AAAGATTATCTTGGACTGAAAAGGCATTCTACTGCACCCGGGGTCAGAGGAC
CCGAGAGCCCCCAGGCCTGCACCAGGAAGCGGGAGCCCCGTGTACAGAACAC
AAGTGATCTGAAAAGGACATCTCTGAGACTGCAGAGGCAACAAACACAAAAA
TGACAATGAATTGGTGACTGACTCAACCTTTCCAATGTGTGGAAAACACAGCC
TCAACCTGTATGTCAAGATGT

Referencias: |
- Mutacion con desplazamiento. (frameshift mutation)
Mutacion sin sentido (missense)
Mutacion sinénima (synonymous)
- Variante que altera la proteina (protein altering variant)
M: A/IC
R: AIG

Y:C/IT
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https://www.ensembl.org/Canis_lupus_familiaris/ZMenu/TextSequence?db=core;factorytype=Location;g=ENSCAFG00000014600;r=9:19958391-20025494;vf=1011706

6.10) Tratamiento de los pacientes.

Todas las perras en estudio (menos una paciente que se le realizo la eutanasia el dia de la
consulta), fueron sometidas a mastectomia. La técnica vari6 en cada individuo segun la
extension de los tumores, siendo evaluado por el cirujano a cargo, segun los requerimientos
de cada paciente.

Una de las perras luego de la cirugia se le realizé un protocolo de quimioterapia por tener
metéstasis pulmonar (paciente N° 34) por presentarse estable. Se realizaron 4 dosis de
doxorrubicina cada 3 semanas a una dosis de 30 mg/m2 intravenosa.

A las demas pacientes se les realiz6 un seguimiento clinico.

6.11) Seguimiento.

El seguimiento clinico se realizé cada 3 meses y consistié en un examen clinico completo,
palpacion de las mamas operadas para la deteccion temprana de recidivas, palpacion del
resto de las mamas y tejido intermamario para la deteccién temprana de nuevas neoplasias
y radiografias de torax (3 incidencias) cada 6 meses.

6.12) Analisis estadisticos.

La correlacion entre la estadificacion clinica y la clasificacion histopatoldgica de los
tumores se realizaron mediante el test de Pearson para medir la discrepancia entre una
distribucion observada y otra tedrica, indicando en qué medida las diferencias existentes
entre ambas, de haberlas, se deben al azar en el contraste de hipotesis.

Para evaluar el grado de asociacion entre las variables se utilizo el Test de concordancia de
Cohen (Kappa), Kappa no ponderado y Kappa ponderado.

Para los calculos de estadisticos poblacionales de variabilidad y estructura genética como:
frecuencias alélicas de los polimorfismos, equilibrio de Hardy-Weinberg, estadisticos F de
Wright (Fis, FiT, FsT), indices de heterocigosidad; andlisis Factorial de Correspondencia
(AFC), se utilizé el programa GENETIX v4.05 de distribucién libre (Belkhir & Borsa).

Para el analisis de agrupamiento entre los polimorfismos identificados (SNPs, INDELS) en
funcidn de las dos poblaciones (animales enfermos/animales sanos), estadio tumoral y razas
de los animales, se utilizaron herramientas de aplicacion en bioinformatica como el anélisis
de conglomerados o clusters jerarquico (funcién Hclust del paquete Stats en codigo de
programacion R, de distribucion libre).

Todos los programas estadisticos mencionados son de distribucién libre.
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7) RESULTADOS
7.1) Resultados en Tumores mamarios

La edad de presentacion de los tumores mamarios en este trabajo vario entre 6 y 12 afios
con un promedio de 9 afos, estando el 67% de las perras muestreadas por encima de la
media. (figura 11)

Distribucion tumoral segun edad
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Figura 11. Edad de presentacion de tumores de mama benignos y malignos. (6 a 12 afios).

De las 32 perras estudiadas con tumores de mama el 65% (21) tuvieron diagnéstico de tumor
maligno mientras que el 35% (11) fueron benignos (figura 12)

No hubo diferencia en la localizacion de los tumores entre ambas cadenas mamarias. El
51% se localiz6 en la cadena del lado derecho, mientras que el 49% se distribuy6 en la
cadena izquierda.

Las mamas que mas tumores presentaron fueron las inguinales (11/32), seguido por los
abdominales caudales (8/32), abdominales craneales (8/32), y toréacicas caudales (4/32). En
el caso de las mamas torécicas craneales se encontré un tumor Unico en un solo paciente.
La presentacion de los tumores fue multiple (20) 62%y unicos (12) 38%
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De las perras con tumores multiples 15 eran malignos y 4 benignos.

Dentro de los que se presentaron como Unicos, 7 resultaron malignos y 5 benignos.

Distribucion tumoral

65%

= T. benigno T. maligno

Figura 12. Distribucion tumoral, benignos y malignos.

Con respecto a las razas tuvimos 6 cruzas, 6 Caniches, 3 Cimarrones, 3 Labradores, 2
Cockers, 2 Ovejeros Alemanes, 2 Pitbulls, 2 Boxers, 1 Rottweiler, 1 Boyero de Berna, 1
Golden retriever,1 Chihuahua,1 Dogo, y 1 American Staffordshire terrier. (figura 13).

Dentro de los controles las razas fueron: 8 cruzas, 2 Border Collie, 1 Caniche, 1 Blood
Haund, 1 Gran Danés.
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Figura 13. Distribucién segun razas.
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Con los datos de la estadificacion clinica se pudo observar que el 64% de las perras que
presentaron tumores benignos presentaban un estadio | (1 a 3 cm) y 36 % presentaba estadio
Il. (3 a5 cm) (figura 14).

Estadios Benignos

Figura 14. Estadio de los tumores benignos encontrados en este estudio.

Dentro de las perras que obtuvieron un diagnéstico de tumores malignos, el 57% se
encontraban en estadio 11, el 9 % en estadio 11 y 24 % en estadio I. En el presente estudio
no se obtuvieron animales que se encontraran en estadios 1V (metastasis en linfonodos) y
un 10% estaban en estadio V de la enfermedad. (metéstasis en pulmdn) (figura 15).

Estadios Malignos
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Figura 15. Estadios de los tumores malignos encontrados en este estudio.
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7.2) Histopatologia de los tumores mamarios.

Dentro de los tumores malignos, los mas representados en este trabajo fueron el carcinoma
tubular simple y el carcinoma complejo que se presentaron en igual frecuencia (4 cada uno),
seguido por el carcinoma sélido y el tubulo papilar (2 cada uno) y luego el carcinoma simple,
quistico papilar, comedocarcinoma, carcinoma anaplasico, carcinoma mixto, carcinoma
intraductal papilar, mioepitelioma maligno, carcinoma rico en lipidos y carcinoma
inflamatorio con una frecuencia de un tipo por cada paciente.( figuras 16,17,18,19,20)

(Anexo 2)
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Figura 16. Tipos de tumores malignos registrados por histopatologia en este estudio.
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Figura 17. A) Paciente N° 5. Muestra histopatologia de un carcinoma tubular simple tincién
con hematoxilina y eosina 10x. B) Paciente N° 6. Muestra histopatoldgica de un carcinoma
complejo, tincion con hematoxilina y eosina 10x. Fotos cedidas por el Dr. Fernando Dutra.

Figura 18. A) Paciente N° 2. Comedocarcinoma 40x. B) paciente N° 16. carcinoma tdbulo
papilar. Tincion con hematoxilina eosina 10x. Fotos cedidas por el Dr. Fernando Dutra.

Figura 19. A) Paciente N° 3. Histopatologia de un carcinoma mixto 40x. B) Paciente N° 32.
carcinoma rico en lipidos. Tincion hematoxilina y eosina 10x. Fotos cedidas por el Dr.
Fernando Dutra.
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Figura 20. Paciente N° 1. A) Histopatologia de émbolos linfaticos localizados en la dermis
en un carcinoma inflamatorio. Tincion hematoxilina y eosina 40x. Foto cedida por el Dr.
Fernando Dutra.

Siguiendo la clasificacién de Goldschmidt et al. (2011), de los 21 tumores malignos, los
epiteliales malignos representaron el 85,7% (18/21), mientras que los del tipo especiales
representaron el 14,3% (3/21) del total de malignos.

Dentro de los tumores malignos grado | histopatoldgico tuvimos una sola perra con un
carcinoma intraductal papilar.

Los grados Il histopatoldgicos fueron siete perras que en orden de frecuencia fueron el
carcinoma tabulo papilar, carcinoma complejo, carcinoma mixto, carcinoma tubular
simple y carcinoma rico en lipidos.

Con respecto a los grados Il histopatoldgicos tuvimos 13 perras que en orden de frecuencia
fueron el carcinoma tubular simple, carcinoma complejo, carcinoma sélido, carcinoma
inflamatorio, carcinoma anaplasico, mioepitelioma maligno y carcinoma quistico papilar
(Anexo 2). Cuatro de estas perras con tumores malignos estaban ulcerados. (Anexo 4,5).

Ninguno de los tumores estaba adherido a planos profundos.

Dentro de los tumores benignos se destacd con mayor frecuencia el adenoma complejo (8
pacientes) seguido por el tumor benigno mixto (2 pacientes) y el papiloma ductal simple.
(1 paciente). (figuras 21,22) (Anexo 2).
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Tumores benignos

N° de casos
O KB N W H UT OO N 00 O

Adenoma complejo Tumor benigno mixto  Papiloma ductal

Figura 21. Tipos de tumores benignos registrados por histopatologia en este estudio.

S

Figura 22. Adenoma complejo. Paciente N° 31. Foto de la autora

7.3) Andlisis de concordancia entre métodos de diagnostico: Histopatolégico vs Clinico
(tabla 1).

Histopatologia
0 1 2 3
0 0 0 0 0
Clinica 1 7 0 2 3
2 4 0 2 0
3 0 1 3 10
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Tabla 1. En la siguiente tabla se detalla el nimero de tumores clasificados en cada estadio
segun los dos métodos de diagndstico simultdneamente (clinico e histopatolégico)

Se utiliz6 el 0 para los tumores benignos.

La proporcion de acuerdo (exactitud) es 12/32= 37.5% lo que nos indica una baja
asociacion lineal, por lo cual la correlacion entre diagnosticos es baja.

7.4) Analisis de correlacion entre métodos

El andlisis estadistico realizado fue el test de chi cuadrado de Pearson, con el cual se busca
determinar cudn asociadas se encuentran dos variables entre si y estudia si los cambios que
puedan suceder en una de ellas puede afectar a la otra. De esta manera, intenta medir la
intensidad con la que dos variables pueden estar asociadas. Si el valor de r se encuentra
entre 0y 1 (0 <r<1) lacorrelacion que se presenta es positiva, pero el grado de asociacién
entre las dos variables es menor cuando mas cerca de cero se encuentre, en contraparte,
mientras mas se acerca a 1 el grado de asociacion sera mayor. El coeficiente de correlacion
de Pearson solo cuantifica la asociacion lineal entre dos variables, pero no el grado de
acuerdo entre ellas, indica la proximidad que hay entre los puntos de la nube.

Se pueden obtener 2 resultados:

1. Correlacion fuerte: La correlacion sera fuerte cuanto mas cerca estén los puntos de la
recta,
2. Correlacion débil: La correlacion sera débil cuanto mas separados estén los puntos de la
recta.

Al obtener una baja correlacion se realizo:

El estadistico de chi-cuadrado de Pearson (X ?) se basa en la diferencia al cuadrado entre
las frecuencias observadas y las esperadas.

El coeficiente de correlacion de Pearson con intervalo de confianza 95% es r = 0.55[0.24,
0.75]. La asociacion lineal es débil pero significativa (t = 3.5822, gl = 30, p = 0.001).
(figura23)
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Correlacion Histopatologica y estadio clinico R*=0,2985
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Figura 23. Diagrama de puntos y correlacion lineal. Correlacion histopatolégica y estadio
clinico.

Dada esta baja asociacion lineal entre las dos variables (clinica e histopatologica) se utilizo
el test de concordancia Kappa de Cohen y Kappa ponderado. Tabla 2.

Concordancia - Indice Kappa (depende del acuerdo observado y de la simetria de los
totales marginales).

El indice kappa (k) se usa para evaluar la concordancia o reproducibilidad de un
instrumento de medida cuyo resultado es categdrico (2 0 més categorias).

El indice kappa (k) representa la proporcion de acuerdos observados mas alla del azar.

En la interpretacion del indice kappa (k) hay que tener en cuenta que el indice depende del
acuerdo observado, pero también de la prevalencia del caracter estudiado y de la simetria
de los totales marginales.

El indice Kappa se mide de 0 a 1 donde 0 es sin acuerdo y 1 seria casi perfecto. (tabla 2).
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Limite Limite

inferior Estimado  superior
Kappa no ponderado 0,036 0,19 0,34
Kappa ponderado 0,155 0,48 0,81

Tabla 2. Kappa no ponderado y Kappa ponderado.
N =32

Entonces, la estimacion para el indice Kappa ponderado de Cohen, con intervalo de
confianza 95%, es: k = 0.48[0.16 — 0.81]. La concordancia es moderada.

7.5. Resultados del estudio genético. Anélisis poblacional
Frecuencias alélicas

Las muestras estudiadas se enviaron a GeneSeek, Lincoln-Nebraska, EEUU, con el fin de
ser genotipadas para 15 marcadores diferentes (SNPs o indels). Esto se realizd en el grupo
de perras con tumores, asi como también en el grupo de perras control (sin patologia
tumoral). En el anexo 9 se muestran los resultados del genotipado obtenidos. Con estos
datos se trabajo con el programa Genetix, de distribucién libre (https://kimura.univ-
montp2.fr/genetix/). De estos analisis surge que de los 15 loci estudiados, seis fueron
polimorficos, todos de tipo SNPs, los otros nueve fueron monomorficos (no presentarian
variacion). Los loci polimérficos fueron: EXON 11 A>C, EXON 11 A>G, EXON 11 A>C3,
EXON 11 A>G1, EXON 11 A>G3y EXON 23 C>T. Se puede ver que los loci polimorficos
son los mismos en las dos poblaciones (tabla 3). Por lo tanto, se encontraron 5 SNP en el
exon 11 del gen BRCA2 y un SNP en el exon 23 del gen BRCAL tanto en las perras con
tumores como en las perras control. Esto equivale a un 40% de los SNP estudiados.

Estadistica descriptiva de los polimorfismos observados mediante 15 loci de marcadores
(SNPs, Indels) usados para caracterizar genotipicamente las dos poblaciones: caninos con
tumores (E) / caninos control (S).
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SNP ALELO Pob. E Pob. S

EXON 11 A>indel A 1.0000 1.0000
- 00000 00000
EXON 11 A>C1 A 1.0000 1.0000
C1 00000 00000
EXON 11 A>C2 A 1.0000 1.0000
C2 00000 00000

EXON 11 A>G2

EXON 11 C>T T 1.0000 1.0000
C 00000 00000
EXON 22 GAGA 1.0000 1.0000
GAGA>indel - 00000 00000
EXON 23 AG>indel | AG 1.0000 1.0000
- 00000 00000



T 0.9688 0.9231
EXON 27 A>G G 1.0000 1.0000
A 00000 00000
EXON 27 TG>indel TG 1.0000 1.0000
- 00000 00000

Tabla 3. Frecuencias alélicas. Se presentan las frecuencias alélicas observadas.

Las letras A, G, C, T corresponden a los nucle6tidos adenina, guanina, citosina, timina. Con
ndmeros 1, 2 y 3 que se observan en estas letras indican correlativamente diferentes
polimorfismos en el mismo exén. En color violeta estan marcados los loci polimorficos o
sea 6 de los 15 SNPs mencionados. Los otros colores se utilizaron para separar cada uno de
los exones amplificados. Observamos baja variabilidad alélica, pese a lo cual, a nivel
poblacional el grupo de tumores tiene mayor variabilidad que el grupo control.

7.6. Prueba de chi cuadrado para Equilibrio de Hardy Weinberg (H&W)

Con el objetivo de conocer si los loci en estudio se encontraban en equilibrio H&W o no,
se realizd chi cuadrado a cada uno de ellos en ambas poblaciones. En la tabla 4 se presentan
los resultados correspondientes. Respecto de los loci monomorficos, todos ellos estaban en
desequilibrio, todos ellos con valores de chi cuadrado mayores de 10.83 o sea p>0.001. Dos
de los loci que presentaron polimorfismo estan en desequilibrio, se muestran coloreados en
latabla 4.

LOCI con/t sin/t
x> P x> P

EXON 11 A>C 0.08 >0.70 0.09 >0.70

EXON 11 A>G 0.69 >0.30 0.01 >0.90

EXON 11 A>C3 0.22 >0.50 0.75 >0.30

EXON 11 A>G1 0.04 >0.80 4.94 MENOR
0.01

EXON 11 A>G3 0.04 >0.80 4.94 MENOR
0.01

EXON 23 C>T 0.04 >0.80 0.09 >0.70
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2 . : : :
Tabla 4. Valores de X obtenidos para los loci en los que se observaron polimorfismos.
En color rojo se muestran los dos que no presentaron equilibrio H&W.

7.7. Heterocigosidad esperada y observada segun las dos poblaciones.
Poblacién Perros tumor (E)

Poblacion perros Controles (S) (Tabla 5)

Hexp. H n.b. Hobs. P({B8.95) P(8.99) Nbre Moyen d'alldles/locus

perrostumo 0.6768 0.0780 ©0.8750 0.1333 0.4000 1.4600
Ecart-type : 8.1514 ©.1538 @.1446
controles ©.8984 ©.1024 ©.8872 0.4000 ©.4080 1.46800
Ecart-type : 8.1461 ©.1520 0.1479

Tabla 5. Heterocigocidad esperada y observada. Se muestran los resultados obtenidos para
cada poblacidn, con los loci estudiados.

7.8. Valores de Fis, Fir Y Fst

Otros calculos que resultaron de interés son los indices F de Wright. Se calcularon Fis, Fir
y Fst. Respecto de ellos, el valor Fst va entre 0 y 1 donde 0 es cuando no hay subdivision
en la poblacion analizada. Si el valor fuera positivo o en el extremo, o sea 1, tendriamos
subdivisién extrema entre las dos poblaciones (con y sin tumores). En la tabla 6 se muestran
los resultados obtenidos, viéndose que no hay una subdivision entre los animales estudiados.
Esto era de esperar ya viendo los resultados de los genotipados obtenidos (Anexo 8)
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Calcul des paramgtres F selon la méthode de Weir & Cockerham 1984
Pour la signification des paramétres consultez 1'aide !

FICHIER TRAITE : D:\Genetix Todo\perrostotalesEyC.gtx
Nombre de locus : 15

Ne Nom de la population
1 -» perrostumores 32
2 - controles 13
* ESTIMATIONS  MULTILOCUS taile sont on fin de fichier) #

FIT= ©.868080 FST= -@.88954
RH 8.88062
RH® 8.eee62

Weir & Cockerham FIS= @.87681
Robertson & Hill

Corrigé Raufaste

R e A A e A R e T e R R R E R R AT

Tabla 6. Valores de Fis, Fir y Fst obtenidos.

7.9. Valores de Fis por poblacion.

Los valores de Fis van entre -1 y 1. Los valores negativos indican exceso de heterocigotas,
respecto al equilibrio Hardy Weinberg, y los positivos, deficiencia de heterocigotas. los
valores de Fis son positivos, indicando déficit de heterocigotas o exceso de homocigotas, lo
que nuevamente condice con los resultados de genotipado obtenidos, donde se ve que
Unicamente 6 de los 15 marcadores estudiados presentaron polimorfismo. (Tabla 7).

j FISperrostotalesEyC-1000bootstrap: Bloc de notas

Archivo Edicion Formato Ver Ayuda

23/1e/2020 16:11:54

FICHIER TRAITE : D:\Genetix Todo\perrostotalesEyC.gtx
15 Locus

160@ Bootstraps
Données de Fis aprés tirage avec remise des individus avec la totalité des locus, pour chaque population

Résultats sur la totalité des locus :

Population Réel ( IC 95% )
perrostumo B.83876 (-8.16896 - @.23726)
controles 8.15353 (-8.27536 - @.48718)

Tabla 7. Valores de Fis por poblacion.
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7.10. Analisis factorial de correspondencia

Se realizo el anélisis factorial de correspondencia con los seis marcadores que presentaron
polimorfismo en ambas poblaciones (con y sin tumores). Los puntos representan animales
de las poblaciones analizadas (amarillos=enfermos, azul=controles. En la gréfica se
muestran los ejes uno (24.72%) y dos (16.01%) resultantes del andlisis. Para construir el
gréafico se utilizé el programa GENETIX V 4.05 (Belkhir, 2004). (figura 24).

Untitled gtz

e 2 (24,72 %)

Figura 24. Representacion gréfica tridimensional del analisis factorial de correspondencia.
En esta imagen, nuevamente se puede ver como los individuos de ambas poblaciones
estudiadas estan mezclados, no se encuentra subdivision entre ellos.

7.11. Dendrograma.

Para realizar los dendrogramas se codifico la matriz de genotipos a 0, 1 y 2, luego con
la funcidn dist en R se estim0 la distancia a la cual se utilizan para realizar el cluster con
la funcion clust del paquete “stats” en R para luego plotearlo.

Se realizd una regresion lineal entre cada marcador con las caracteristicas como
animales enfermos y control, estadio y raza. Los datos no fueron significativos. (figuras
25, 26, 27) (Anexo 9).

En las siguientes imagenes se presentan los dendrogramas obtenidos ingresando los
datos considerando:

Casos con tumores/sin tumores.
Estadio clinico.

Raza.
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Figura 25. Dendrograma donde se observa con la letra a los animales enfermos y la ¢
los animales control. Se visualiza que no hubo agrupamientos definidos ya que las a 'y
las ¢ quedaron mezcladas.
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Figura 26. Los animales fueron ingresados segun el estadio clinico. No se observan
diferencias significativas.

El O esta representado por los tumores benignos y luego la clasificacion va del I al V.
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Figura 27. Los pacientes se ingresaron segun las razas. No encontramos diferencias
significativas ya que nuevamente no los pudimos agrupar.

En resumen, en lo que respecta al estudio genético de los 15 loci estudiados, seis fueron
polimérficos (40%), todos de tipo SNPs, los otros nueve fueron monomdrficos (no
presentarian variacion). Obtuvimos una baja variabilidad alélica, pero a nivel poblacional
el grupo de tumores tiene mayor variabilidad que el grupo control.
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8) DISCUSION

El cancer de mama es una neoplasia de origen multifactorial y los agentes causales
pueden fluctuar dependiendo de la poblacion de estudio, dada la variabilidad de causas
genéticas, no genéticas y de las interacciones entre ellas.

En primera instancia la edad de presentacién de los tumores mamarios en este trabajo varié
entre 6 y 12 afios con un promedio de 9 afios, datos que coincidieron con los publicados por
(Ogilvie et al. 2008; Rivera et al. 2009; Queiroga et al. 2011; Burrai et al. 2020 y Vail et al.
2020). En este trabajo fueron ingresados pacientes a partir de los 6 afios porque es la edad
donde aumenta la incidencia de estos tumores, por lo cual no tenemos datos de animales
menores 0 mayores a esta edad.

Segln Kurzman et al. (1986); Cassali et al. (2009), dos tercios de los tumores de mama
ocurren en las mamas abdominales caudales, e inguinales, probablemente debido al mayor
volumen de tejido mamario presente en las mismas, siendo menos frecuentes los tumores
en mama toracicas. También Vail et al. (2020) observo que el 65 a 70 % de los tumores de
mamas caninos se sitian en las mamas abdominales caudales e inguinales datos que
coinciden con los tumores descriptos en este trabajo. Solo una perra presentaba un tumor en
una mama toracica caudal derecha y 5 presentaban tumores en mamas toracicas, pero estaba
involucradas varias mamas de la cadena. El resto de las perras tenian afectadas
mayoritariamente las mamas abdominales caudales y las inguinales.

Al menos el 50% de las perras con neoplasias mamarias tienen masas tumorales multiples
(Ogilvie et al. 2008). En nuestro trabajo 20 de las 32 perras presentaban tumores multiples
representando un 62 %.

No hay consenso en lo que respecta a las razas con mayor incidencia de tumor de mama.
Por lo tanto, el riesgo varia segun el estudio y la localizacion geografica (Egenvallet, et al.
2005). Algunos autores afirman que el Chihuahua y el Boxer tienen menor riesgo de padecer
tumores mamarios que otras razas (Ogilvie et al. 2008). Sin embargo, otros autores
mencionan que varias razas de perros, entre las que se encuentran Doberman, Ovejero
Aleman, y Boxer, estan predispuestos a tumores de mama (Rivera et al. 2009). Segun
Zatloukal et al (2005), las razas con mayor incidencia de presentar tumores mamarios eran
Cocker Spaniel, Caniche y Dachshund, mientras que para Benavente et al (2016), las razas
mas diagnosticadas fueron el Cocker Spaniel, Pekinés y el Ovejero Aleman.

En nuestro caso encontramos mas cantidad de animales cruzas y las razas Caniche,
siguiendo por el Labrador y Cimarrén. Atribuimos este dato a las preferencias de razas que
varian segun los distintos paises. Entendemos que el nimero de animales deberia haber sido
mayor para que este dato fuera representativo. Respecto de la entrada de casos al Hospital
las perras fueron seleccionadas al azar sin distincion de razas (para poder tener una primera
aproximacion sin sesgo en cuanto a la variabilidad genética). A futuro seria interesante en
funcidn a los resultados obtenido seleccionar diferentes razas para que este dato tenga mayor
validez.
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Burrai et al. (2020) observaron que los tumores benignos ocurrieron predominantemente en
perros de razas pequefas, particularmente en Yorkshire terrier, mientras que los malignos
se detectaron con mayor frecuencia en perros Ovejero Alemén. En nuestro trabajo
observamos mayor porcentaje de tumores benignos en Caniches y Ovejero Aleman, pero a
diferencia del trabajo anterior el nimero de animales nuestro es muy bajo como para que
este dato sea representativo.

Esta estudiado que el desarrollo de tumores mamarios en la perra es claramente hormono
dependiente. Comparado con las perras intactas, el riesgo para los tumores malignos en
perras castradas antes del primer estro es 0,5%, luego del primer estro aumenta a un 8%, y
se incrementa a un 26% segun Paoloni et al. 2007; Sobral et al. 2008; Al-Dissi et al. 2010
y Liu et al. 2014. En este trabajo todas las perras se presentaban enteras por lo tanto no
tenian este efecto protector.

El diagnostico histopatologico antes de la cirugia no es una préactica habitual en medicina
veterinaria, sino que es realizada luego de la extirpacion quirurgica.

Esto se justifica debido a que generalmente existen tumores mdltiples y éstas podrian
corresponder a neoplasias mamarias diferentes, por lo que habria que tomar una muestra de
cada una de ellas.

Con respecto a la PAAF se debe agregar que existe una gran heterogeneidad celular, hecho
que podria llevar a un error diagnéstico ante muestras tan pequefias como las obtenidas por
puncion por aguja fina. Otro punto a tener en cuenta es que independientemente del
resultado del analisis histopatoldgico, la modalidad terapéutica va a ser la misma
(quirdrgica). La PAAF estaria indicada solo para los casos de diagnostico diferencial como
pueden ser lipomas, mastocitomas y carcinoma inflamatorio segun Cassali et al. (2005). En
nuestro trabajo el diagnostico se realizd por histopatologia luego del procedimiento
quirdrgico ya que no realizamos PAAF de rutina y no realizamos biopsias de las mamas por
lo mencionado anteriormente.

De las 32 perras estudiadas con tumores de mama el 65% (21 perras) tuvieron diagnostico
de tumor maligno mientras que en el 35% (11 perras), fueron benignos. Estos datos
concuerdan con los encontrados por otros autores que encontraron entre un 43 y un 51% de
tumores malignos (Sorenmo et al. 2000; Hermo et al. 2005; Ochiat et al. 2015; Burrai et al.
2020).

La determinacion del estadio clinico permite definir la extensiéon de la enfermedad y en
consecuencia esto permite establecer un pronoéstico y planificar el tratamiento (Casalli et al.
2005).

Segun Vail et al. (2020) el pasaje de T1 a T2 y T2 a T3 hacen que el pronostico de la
enfermedad empeore y varie el tratamiento. Las metastasis a linfonodos regionales
independientemente del tamafio tumoral hacen que el estadio pase a IV, lo mismo ocurre
con el estadio V donde puede ser cualquier tamafio tumoral, pero con metéastasis a distancia.
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Segun Ferreira et al. (2009), la mayoria de las lesiones mayores de 5 cm (T3) eran malignas,
con mayor tasa de proliferacion en comparacion con tumores mas pequefios (T1, T2) datos
que concuerdan con lo encontrado en este trabajo donde el 66,7% de los tumores T3 fueron
malignos. Segun Camargo Nufiez et al. (2019) en cuanto al tamafio del tumor, las lesiones
T3 se asociaron predominantemente con carcinosarcomas, mientras que las lesiones T1 y
T2 ocurrieron con mayor frecuencia en tumores benignos mixtos y carcinomas mixtos
dentro de los malignos.

Burrai et al. (2020) observaron un aumento de 2,3 y 3,6 veces en las probabilidades de un
tumor maligno al pasar de T1a T2 y de T2 a T3 respectivamente. En este trabajo estudiaron
1866 perras con tumores mamarios Unicos y observaron un 73% T1, un 16,6% los T2, y
10,3 % T3. Curiosamente, el 89,65% de los CMT se encontraron entre 0 y 5 cm v,
sorprendentemente, el 63,76% de los tumores malignos tenian menos de 3 cm, de los cuales
un 62,5% fueron clasificados como carcinoma simple. Las clases T2 y T3 incluyeron el
21,32% vy el 14,91% de los tumores mamarios. Estos datos concuerdan con nuestro trabajo
donde también observamos tumores malignos tanto T1 como T2 y también el tipo
histopatoldgico méas observado fue el carcinoma simple.

Dentro de los T1 en nuestro trabajo tuvimos tumores benignos, pero también observamos
malignos. Dentro de los benignos en orden de frecuencia observamos el adenoma complejo
seguido por el tumor mixto benigno y el papiloma ductal. Dentro de los malignos
observamos el carcinoma mixto, comedocarcinoma y el carcinoma complejo.

Dentro de los tumores T2 también observamos tumores malignos y benignos. Dentro de los
malignos tuvimos el carcinoma mixto y carcinoma complejo. Dentro de los benignos el méas
representativo fue el adenoma complejo.

En nuestro trabajo no tuvimos ningun tumor clasificado como carcinosarcoma, Si
observamos que los T3 mas representativos fueron el carcinoma tubular simple y carcinoma
tibulo papilar seguidos del carcinoma inflamatorio, carcinoma anaplasico, mioepitelioma
maligno, carcinoma complejo, carcinoma intraductal papilar y el carcinoma rico en lipidos.

Las neoplasias mixtas son las neoplasias mas frecuentes en las perras y se caracterizan por
la proliferacion de elementos mioepiteliales tanto epiteliales luminales como intersticiales
mezclados con focos de tejidos mesenquimales como cartilago, hueso y grasa, estos datos
concuerdan con otros autores como Burrai et al. (2020). También en este trabajo observaron
un alto nimero de tumores de mama menores de 1 cm, lo que sugiere la necesidad de
reconsiderar el pardmetro de tamafio (T) en el sistema TNM Yy allanar el camino para el
desarrollo de herramientas para la investigacion y control de la clinica evaluando los
factores de riesgo para tumores de pequefio tamafio. En nuestro trabajo tuvimos la misma
observacion de que tumores T1 resultaron ser malignos y algunos de ellos de alto grado
como el comedocarcinoma y carcinomas solidos.

Al comparar a las perras que presentaron estadio | y |1, con las estadificadas en estadio V,
estas ultimas, tuvieron un peor pronostico, coincidiendo con Karayannopoulou et al. (2005).
En nuestro trabajo tuvimos 2 perras en estadio V al momento del diagndstico, que tuvieron
un carcinoma complejo y un carcinoma quistico papilar. En este trabajo no estudiamos la
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sobrevida, pero pudimos observar que en estos dos casos estas dos perras fueron las que
tuvieron la menor sobrevida a causa de la enfermad comparadas con el resto de las perras.

Entre las perras que presentaron tumores malignos, en cuatro de ellas el tumor estaba
ulcerado. Este dato es controvertido ya que segun Hellmén et al. (1993) la ulceracion y la
necrosis dos caracteristicas que se han sugerido como indicadores de mayor agresividad
tumoral no se relacionaron significativamente con el prondstico en este estudio. Muchas
veces se debe a traumas autoinducidos, isquemia o infeccion de la piel, caracteristicas que
no estan necesariamente asociadas a un comportamiento biolégico agresivo del tumor. En
nuestro trabajo las perras con tumores ulcerados fueron indicadores de mayor agresividad
tumoral.

En lo que respecta al estudio histopatolégico Karayannopoulou et al. (2005) informaron que
los pacientes con grado Il obtuvieron significativamente una peor tasa de sobrevida que
aquellos con grado | o 1. También encontraron un riesgo 21 veces mayor de muerte en
tumores con lesiones grado 111 que en los tumores grado 1 y II.

Segun Vail et al. (2020) los tumores de mama malignos diagnosticados
histopatoldgicamente, solo un bajo porcentaje de estos van a generar una invasion linfatica
y sanguinea con una posterior metastasis a distancia.

La clasificacion histopatoldgica es un pardmetro altamente significativo en el pronostico en
general. A pesar de esto, la histopatologia de tumores malignos no siempre va a tener un
pronostico negativo, ya que cerca de la mitad de los tumores mamarios malignos, si estan
bien delimitados, como algunos tipos de carcinomas, no recidivan ni hacen metéastasis luego
de la ablacion quirargica El pronéstico esta estrechamente correlacionado con el nivel de
diferenciacion histopatolégica. Los tumores malignos con el mejor pronéstico son
carcinomas complejos ya que raramente metastatizan y mediante una escision completa, su
prondstico es favorable. Los carcinomas simples, frecuentemente se dividen en carcinomas
alveolares, tubulares, tubuloalveolares, papilares o papilares quisticos. Estos tumores son
invasivos y pueden diseminarse a distancia. Los carcinomas sélidos son mas invasivos y
tiende a metastatizar pronto. Las neoplasias menos diferenciadas como el carcinoma
anaplasico y el carcinoma inflamatorio tienen una gran tendencia a invadir vasos linfaticos
y sanguineos. La invasion de vasos linfaticos cutaneos hace que la piel aparezca inflamada,
de alli procede el término clinico descriptivo de carcinoma inflamatorio segun Von Euler,
(2014). En este trabajo las perras con carcinoma anaplasico y carcinoma inflamatorio fueron
las que tuvieron peor pronostico.

Segun Burrai et al. (2020) en su trabajo encontraron que las lesiones benignas mas
frecuentes fueron los tumores benignos mixtos seguidos de los adenomas complejos y los
adenomas simples mientras que los tumores malignos mas frecuentes fueron los carcinomas
tubulopapilares simples seguido de carcinomas complejos.

Segun Flores Ales, (1996); Oliveira de Oliveira et al. (2003), dentro de los tumores malignos
el de mayor presentacion dentro de los carcinomas, fue el carcinoma tubular simple, seguido
del carcinoma solido simple, carcinoma tubular complejo y el carcinoma papilar quistico
simple, y por ultimo el sarcoma, datos muy similares con los tumores encontrados en este
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trabajo donde los tumores mas frecuentes fueron el carcinoma tubular simple, carcinoma
complejo, carcinoma solido y carcinoma mixto.

En los trabajos de Flores Alés, (1996). dentro de los tumores benignos, los adenomas son
los més frecuentes luego los fibroadenomas y tumor mixto benigno. Sin embargo, en otros
trabajos, el tumor benigno més frecuente fue el tumor mixto benigno, seguido del adenoma
complejo, y el fibroadenoma (Ziller Ortiz, 2004).

En nuestro trabajo los tumores benignos en orden de frecuencia fueron el adenoma
complejo, tumor mixto benigno y adenoma intraductal papilar datos que estan muy
relacionados con lo bibliograficos.

La evaluacién de linfonodos regionales tiene un gran impacto en la supervivencia de los
perros con CMT ya que muestran una disminucion significativa de sobrevida en
comparacion con los individuos que dieron negativo en la prueba de metéastasis en los
linfonodos segun Vail et al. (2020). En este trabajo no ingresaron pacientes con metastasis
a linfonodos.

Dos de las perras presentaron metastasis en pulmon, coincidiendo con la bibliografia donde
manifiestan que los pulmones son el sitio mas frecuente de metastasis a distancia (Sorenmo
et al. 2011; Vail et al. 2020).

Como se menciono anteriormente en lo que respecta a la correlacion entre el estadio clinico
e histopatoldgico con los resultados del andlisis estadistico tuvimos una concordancia
moderada. El indice Kappa ponderado de Cohen, con intervalo de confianza 95%, es: k =
0.48 (0.16 — 0.81). estos datos concuerdan con lo que observamos de los resultados
histopatoldgicos ya que tuvimos tumores T1 (1 a 3 cm) malignos y tumores T2 (3 a5 cm)
benignos. Existio un sesgo a la hora de estadificar los tumores. EI método de diagnostico
clinico tendio en este estudio a clasificar los tumores hacia una mayor gravedad. Esto pudo
deberse al hecho de que, al elegir el tumor de mayor tamafio de la cadena para enviar a
histopatologia, quizas no era el mas representativo. Lo ideal es poder enviar toda la cadena
mamaria para analizar. Esto muchas veces puede ser dificultoso para el patélogo en el
momento de realizar los cortes. Para los procedimientos de corte, seguimos las
recomendaciones de Estrella et al. (2010) para tumores entre 3-5 cm y muestras mayores de
5 cm, se deben recolectar tres y cinco fragmentos de la masa tumoral, respectivamente, y
cada fragmento no debe medir mas de 1.5x1.5x0.5 cm. En nuestro caso se enviaron cortes
de 1,5x1,5x 0,5 cm. del tumor de mayor tamafio. Estos hallazgos hicieron que la correlacion
entre el estadio clinico y el histopatoldgico no fuera fuerte. También esto pudo deberse al
hecho de que tumores T1 resultaron malignos y T2 resultaron benignos, esto concuerda con
el trabajo de Burrai et al. (2020), donde ellos tuvieron la misma observacion por lo cual
habria que reevaluar el parametro de tamafio (T) en el sistema TNM en lo referido al factor
pronostico. Esto ultimo nos parece que fue la conclusién mas acertada.

Existe evidencia de que los cambios en los genes BRCAL y BRCA2 canino estan asociadas
con tumores mamarios en la especie. Las mutaciones de estos genes pueden aprovecharse
tanto para el diagnostico como para el tratamiento de tumores mamarios y para avanzar ain
maés en el tratamiento del cancer en oncologia veterinaria.
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En lo que respecta a los estudios de genética molecular realizados, se trabajo con
polimorfismos de los genes BRCALl y BRCA2. El hecho de que se encuentren en
desequilibrio H&W puede ser debido a diferentes elementos. Entre ellos se debe mencionar
el que son parte de la secuencia de un mismo exon en cada uno de los genes estudiados
(BRCAL1 y BRCA2). Por otra parte, se debe considerar también, la posibilidad de que alguna
fuerza evolutiva esté actuando sobre ellos. Debemos pensar que en los animales de raza el
hombre realizé una intensa seleccion pudiendo indirectamente generar desequilibrios en las
frecuencias génicas.

En estudios caninos, una preocupacion mas significativa es la de estructura de la poblacion
y si hay suficiente apareamiento dentro de las razas para mantener el equilibrio de H&W.

Las razas de perros se han desarrollado en los ultimos 150 afios mediante la cria selectiva
de rasgos fenotipicos deseables como apariencia y capacidad de trabajo. El desarrollo de la
raza comienza con una pequefia poblacién fundadora, generalmente 2 o 4 perros, que tienen
los rasgos deseables. La poblacion crece a partir de apareamientos de animales
emparentados entre si, por ejemplo, entre hermanos o padres e hijos. A su vez esto lleva a
que los perros de una raza determinada tienen una base genética en comun.

La seleccion de rasgos fenotipicos ha resultado en la latente seleccion de enfermedades
genéticas y algunas razas ahora tienen una alta incidencia de enfermedades particulares.

La especificidad de la raza de determinadas enfermedades hace que los perros sean
candidatos ideales para estudios comparativos de asociacion genética; sin embargo, la cria
controlada da como resultado la pérdida de seleccion aleatoria que normalmente
enriqueceria el acervo genético y mantendria el H&W. Es de especial preocupacion, por lo
tanto, que la mayoria de las razas serian demasiado endogamicas para ser utilizadas en
estudios de asociacion de casos y controles. (Short, 2007).

En este trabajo, los valores de Fis de la poblacién son positivos pero bajos, indicando déficit
de heterocigotas o exceso de homocigotas, aunque existe variabilidad alélica, lo que
nuevamente condice con los resultados de genotipado obtenidos, donde se ve que
Unicamente seis de los 15 marcadores estudiados presentaron polimorfismo. De todas
formas, es interesante el hecho de que, en la poblacion con tumores, el Fis es mas bajo que
en la poblacion control (0.03876 este es un valor positivo, pero bajo o sea hacia la
heterocigosis y 0.15353 es positivo pero alto o sea hacia la homocigosis respectivamente)
con lo cual hay mayor variabilidad genética en la poblacién con tumores. Uno de los
elementos a considerar en este aspecto, es el numero de animales que conformaron cada
grupo (32 con tumores y 13 sin tumores), donde seria importante conformar grupos mas
homogéneos en tamafio.

Con respecto a los resultados del dendrograma se evaluaron las caracteristicas, como
animales sanos y enfermos, estadio clinico, raza, y no observamos agrupamientos; por lo
tanto, no encontramos diferencias que fueran significativas. Estos datos concuerdan con el
genotipado que pudimos observar, los SNPs tanto en perras control como enfermas lo que
nos indica que no podemos decir que estos SNPs estén vinculados con los tumores de mama
de las perras en estudio.
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Hasta la fecha, solo unos pocos estudios han informado una asociacion entre SNP y el riesgo
de CMT. Entre ellos se pueden citar:

Yoshikawa et al. (2005) a, encontraron un unico polimorfismo de insercion / delecion en la
sefial de localizacion nuclear 2 (NLS2) del BRCA2 canino, llamado 10204ins / del AAA.
Estos autores también informaron de otros polimorfismos (Yoshikawa et al. 2005 b).

Hsu et al. (2010) encontraron variaciones del exon 11de BRCA2 observando SNPs que eran
en su mayor parte mutaciones sin sentido que podrian provocar cambios estructurales en la
proteina BRCA2 y mutaciones silenciosas que no provocan alteracion de aminoacidos.

Si se hace referencia a las frecuencias alélicas, algunos autores describieron frecuencias
significativamente diferentes para varios SNPs en ESR1 al comparar razas de alto y bajo
riesgo para tumores mamarios, subrayando la importancia de antecedentes genéticos en la
susceptibilidad al tumor mamario desarrollado en perros (Borge et al. 2013).

En un estudio realizado en China se detectaron tres SNPs en BRCA1 canino; un SNP
asociado estadisticamente con CMT. Dos SNPs en las regiones promotoras y un SNP no
sindnimo en el exdén 23 (Sun et al. 2015).

Qiu et al. (2016) encontraron dos mutaciones puntuales en la regién codificante de BRCA1
canino en una muestra de animales con tumor mamario benigno y en una muestra de
animales con tumor mamario maligno. No se detectaron mutaciones en las muestras de
tejido mamario canino normal.

Ozmen et al. (2017) detectaron por primera vez 19 SNP del ex6n 11 de BRCA2 en tumores
mamarios caninos.

Los datos presentados en el analisis molecular realizado aqui pueden deberse a numerosos
factores:

Caracteristicas inherentes a las poblaciones estudiadas, como ser la raza, y el tamafio de
ambas poblaciones. Para futuros estudios se pretende aumentar el nimero de muestras de
los bancos de ADN vya existentes, de ambas poblaciones. En lo que se refiere a la raza, se
plantea circunscribir los animales estudiados, ya sea los que sean de determinada raza, o los
animales cruza. Con esto se lograria una muestra de estudio mas homogénea.

Marcadores estudiados: Se trabajo con polimorfismos de los genes BRCAL y BRCA2. Estos
genes, supresores tumorales, han sido y siguen siendo, muy estudiados en poblaciones
humanas. Se ha mencionado que estan muy involucrados en el desarrollo de tumores
mamarios hereditarios. En caninos, esta diferenciacion entre tumores hereditarios-no
hereditarios, no esta tan estudiada. Puede ser que estos marcadores en concreto no estén tan
involucrados en los tumores mamarios mas frecuentemente encontrados en esta especie. Por
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esta razon es que se pretende aumentar el espectro de genes analizados, con el fin de
encontrar marcadores que sean de utilidad en distintos aspectos de la clinica oncoldgica.

Diversidad tumoral: Se trabajé con dos grupos de animales: con tumores, sin tumores. En
el grupo con tumores, se incluyeron diferentes tipos (carcinoma tubular simple, carcinoma
complejo, carcinoma soélido, carcinoma mixto, etc.), entre las perspectivas para proximos
estudios, se considera de interés acotar los tipos de tumores analizados, con el fin de
homogeneizar dicho grupo.

Los genes estudiados en este trabajo han sido ampliamente relacionados con cancer de
mama. En nuestro caso, no se encontro relacion entre cada uno de los marcadores estudiados
y la ocurrencia de tumor de mama entre el grupo problema y el grupo control.

Por esta razén es gque, sumado a lo ya mencionado, se pretende aumentar el espectro de
genes estudiados, con el fin de encontrar marcadores que sean de utilidad en distintos
aspectos de la clinica oncologica.

9) CONCLUSIONES

Segun la bibliografia consultada, el uso de los criterios de estadificacion clinica TNM y la
evaluacion del grado histopatoldgico, son Gtiles para evaluar el prondstico de las perras con
carcinomas mamarios.

En nuestro trabajo el parametro de tamafio (T) en el sistema TNM nos dio diferencias con
los datos de la bibliografia.

Con respecto a los resultados de la correlacion entre la clinica y la histopatologia tuvimos
una correlacion moderada pero representativa dado que encontramos tumores malignos T1
(1 a 3 cm) y tumores benignos T2 (3 a 5 cm), esto hizo que nuestra correlacion no fuera
fuerte. Este nos da la pauta de que tendemos a clasificar los tumores clinicamente hacia una
mayor gravedad.

En este trabajo observamos de los 15 marcadores moleculares (SNPs, indels) que 6 de ellos
fueron polimarficos (todos del tipo SNPs).

Obtuvimos baja variabilidad alélica, pero a nivel poblacional el grupo de tumores tiene
mayor variabilidad que el grupo control. El Fis es mas bajo en las perras con tumores que
en la poblacion control (0.03876 este es un valor positivo pero bajo o sea hacia la
heterocigosis y 0.15353 para las perras controles, es positivo pero alto o sea hacia la
homocigosis).

Este es el primer estudio realizado en Uruguay a nivel molecular del ADN buscando
mutaciones en perras con tumores de mama ingresadas al Hospital de la Facultad de
Veterinaria. Esto es el inicio de una linea de investigacion a nivel del ADN de perras con
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tumores de mama y el proximo paso para profundizar en este trabajo puede lograrse
restringiendo la raza y aumentar el niUmero de muestras.

Durante la realizacion de este trabajo, se conformaron dos bancos de muestras, uno de
sangre y otro de ADN de perras con tumores mamarios, que congeladas se conservan varios
afios. Estas muestras se emplearan en estudios futuros.
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11) ANEXOS.

Anexo 1. Ficha utilizada en perras con tumores de mama.

PROTOCOLO PARA TUMORES MAMARIOS

Registro n*:

Propietario: Telk:

Nombre del paciente: Edad:

Especie:

Enters o Castrada: _____

Peso:

Numerc de tumores primarios:
Localizacion del tumor primario: D 1

Diametro mayor individual:

Unico:

Muitiple:

Ta
Tumor primario (no adherido)

T0 (s/evidencia de
tumor)

T1 (<3cm)

T2 (3-5 cm)

T3 (>5 cm)

' Tlﬂwnordecmlqtﬁer '
tamano, carcinoma
inflamatorio)

Tb

(adherido a piel)

Los tumores multiples pueden ser clasificados independientemente.

* Invasion local de Ia piel con infeccion o trauma como causa.

N: Linfonodos regionales: (axilares e inguinales).

Método de evaluacion

Linfonodo: INGUINAL AXILAR

Na (adheiido)

NO (No evidencia)
N1 (Unilateral)

N2 (Bilateral)

* (-) =Histologicamente negativo, (+) =Histologicamente positivo.

Tec

(adherido a musculo)

Nb (no adherido)
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M: Metastasis lejana.

Método de evaluacion

CLINICO RADIOLOGICO HISTOLOGICO

MO (no evidencia)

M1 (c/nodulos Iejanos)

(Especificar lugares)

ETAPA-NIVEL

ETAPAI | Tia.b, NO T1a.b: Nia(-)
ETAPA | TO N1(+) MO Tia.b
ETAPA Ill | Cuslquier T cualquier N MO

ETAPA IV | Cualquier T Cualquier N M1

Clasificacion Definitiva: T: N: M: Nivel:
INFORMACION COMPLEMENTARIA:
Ha paridoalgunavez:Si___ No__
Edad al 1erparto: _____

NUmero de partos:

Numero de Cachorros por parto:

Ha recibido tratamiento hormonal: Si No

Principio Activo Utilizado:

Diagnostico anatomopatologice:

T1a.b: N2a(-)

N1 )

Presencia de émbolos en vasos linfaticos: Si No

Tipo de crecimiento: Expansivo Infiltrante

TRATAMIENTO
QUIRURGICO Si No

Descripcion:

MO

| T2a.b NO & Nia (+)
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QUIMIOTERAPIA Si No

Principio activo utdlizado:

Dosis:

Protocolo utilizado:

Fechas:

13dosis:

23dosis:

33dosis:

OTROS TRATAMIENTOS:

EVOLUCION:
Aparicion de nuevos tumores: Si No

Fecha:

Supervivencia en mesas:

Respecto a la deteccion:

Respecto al ratamiento quirtrgico:

Respecto al final de Is guimioterapia:

Motivo de la muerte:

Muerte relacionada con elllos tumores (metastasis, recidivas, etc...): Si No
Necropsia:

Metastasis en pulmon: Si No

Metastasis en higado: Si No

Metastasis en otros organos:

OBSERVACIONES:
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Anexo 2. Datos de perras con tumores de mama.

Caso | Edad | Raza Estadio | Grado Histopatologia
(afos)

1 12 Labrador Il Il Carcinoma inflamatorio

2 12 Labrador I i Comedocarcinoma

3 9 Caniche I 1 Carcinoma mixto

4 6 Caniche I 1 Carcinoma mixto

5 8 Rotweiller Il i Carcinoma tubular simple

6 12 Am_erican Staffordshire | 111 i Carcinoma tubulo papilar

terrier

8 10 Cruza I Benigno | Adenoma complejo

9 12 Cruza \Y/ i Carcinoma complejo muy
indiferenciado

10 10 Cimarron i i Carcinoma anaplasico

11 8 Cocker I i Carcinoma solido

12 10 Cruza Il Il Mioepitelioma maligno

14 6 Caniche I Benigno | Adenoma complejo con hiperplasia
lobulillar inttraductal

15 12 Caniche I Benigno | Tumor mixto benigno

16 12 Cimarrén 11 ] Carcinoma tubulo papilar

17 12 Boxer Il ] Carcinoma complejo

18 11 Pitbull I Benigno | Adenoma complejo

19 6 Cocker Il ] Carcinoma tubular simple

20 8 Caniche I Benigno | Adenoma complejo multinodular

21 10 Caniche Il Il Carcinoma complejo

22 8 Dogo Il Il Carcinoma tubular simple

23 12 Pitbull Il i Carcinoma tubular simple
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24 8 Ovejero Aleman I Benigno | Papiloma ductal simple

25 9 Labrador Il Benigno | Adenoma complejo

26 8 Ovejero Aleman ] Benigno | Adenoma complejo

27 10 Cimarron Il I Carcinoma intraductal papilar
28 10 Chihuahua I ] Carcinoma complejo tubulopapilar
29 12 Cruza I Benigno | Adenoma complejo

30 11 Golden I Benigno | Tumor benigno mixto

31 10 Boxer Il Benigno | Adenoma complejo

32 10 Cruza Il ] Carcinoma rico en lipidos

33 10 Boyero de Berna I i Carcinoma solido

34 8 Cruza \Y/ i Carcinoma quistico papilar

Las pacientes nimero 7 y 13 fueron sacadas del estudio porque eran hiperplasias mamarias

Anexo 3. Datos de perras control sin tumores.

Caso | Edad Raza Motivo de consulta

1 10 Cruza Control

2 8 Cruza Litiasis vesical

3 8 Border Collie Control

4 6 Cruza Convulsiones

5 6 Gran danés Cardiomiopatia dilatada

6 7 Caniche Enteritis

7 6 Border Collie Convulsiones

8 8 Cruza Insuficiencia renal cronica
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9 12 Cruza Insuficiencia renal cronica
10 8 Blood Haund Dermatologia

11 7 Cruza Dermatologia

12 8 Cruza Control

13 12 Cruza Insuficiencia renal cronica

Anexo 4. Descripcion de caracteristicas basales de perras con tumores mamarios.

Descripcidn de las caracteristicas basales en 32 perras con tumores mamarios
Caracteristica | N° de casos | % | Media

6-7. 2 6,25
8-9. 9 28,125
10-11. 11 34,375
12-13. 9 28,125
<10kg 8 25
10-20kg 4 12,5
20-30kg 7 21,875
>30kg 13 40,625
Puras 26 81,25
Caniche 6 231
Labrador 3 11,5
Cimarrén 3 11,5
Boxer 2 7,7
Ovejero aleman 2 7,7
Cocker 2 7,7
Pitbull 2 7,7
American Stanford 1 3,8
Boyero de Berna 1 38
Golden retriever 1 3,8
Rottweiller 1 3,8
Chihuahua 1 38
Dogo argentino 1 38
Cruzas 6 18,75
Entera 32 100
Castrada 0 0
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Caracteristica de los tumores Benigno
Toracica craneal 1 3,125 (o]
Toracica caudal 4 12,5 2
Abdominal craneal 8 25 5
Abdominal caudal 8 25 3
Ingunial 11 34,375 1
Ausente 32 100
Presente (o] (o]
Ausente 28 87,5
Presente 4 12,5
Ausente 30 93,75 11
Presente 2 6,25 (o]
T1<3,0cm 12 37,5 7
T23,0-5,0cm 6 18,75 4
T3 >5,0cm 14 43,75 o
Benigno 11 34,375
Maligno 21 65,625
Estadio | 12 37,5
Estadio Il 6 18,75
Estadio Il 12 37,5
Estadio IV o (o]
Estadio V 2 6,25
O(benigno) 11 34,375
I (Bajo) 1 3,125
Il (Intermedio) 7 21,875
11 (Alto) 13 40,625
Mastectomia regional 24 75 10
Mastectomia total 7 21,8 1
Eutanasia 1 0,03 (o]

Maligno

0 wNPR

19

14

14

Anexo 5. Relacién entre el grado histopatoldgico vy el tipo tumoral maligno.

Relacién entre el grado histolégico y el tipo tumoral

Carcinoma inflamatorio.
Comedocarcinoma
Carcinoma mixto
Carcinoma tubular simple
Carcinoma tubulo papilar
Carcinoma complejo
Carcinoma anapldsico
Carcinoma solido
Mioepitelioma maligno.

Carcinoma rico en lipidos.
Carcinoma quistico papilar

Carcinoma intraductal papilar

1 (4,76%)

2 (9,5%)
1 (4,76%)
1 (4,76%)
2 (9,5%)

1 (4,76%)

1 (4,76%)
1 (4,76%)
3 (14,28%)
1 (4,76%)
2 (9,5%)
1 (4,76%)
2 (9,5%)
1 (4,76%)

1 (4,76%)

Total

| 1(4,76%)

7 (33,3%)

13 (61,84%)
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Anexo 6. Resultados del Nanodrop perras con tumores.

Concentracion ng/ul 260/280 260/230
1 46,5 1,83 2,03
2 16,9 1,85 1,18
3 29,8 1,87 1,48
4 39,9 1,69 1,21
5 43,2 1,85 1,93
6 46,4 1,69 1,91
7 26,2 1,72 1,74
8 17,4 1,47 1,17
9 21,6 1,63 1,40
10 28,3 1,59 1,44
11 308,6 1,78 1,81
12 110 1,75 0,81
13 167,2 1,80 1,87
14 64,9 1,84 1,68
15 16,9 1,74 1,40
16 33 1,95 2,32
17 16 1,86 2,85
18 14,4 2,15 1,88
19 64,4 1,89 2,28
20 20 1,40 1,07
21 36 1,71 1,86
22 26,4 1,73 1,89
23 9,4 4,11 1,76
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24 15,9 1,78 1,94
25 9) 4,16 1,08
26 5,6 2,11 0,58
27 5,5 2,56 0,93
28 5 1,49 1,90
29 5,1 2,10 0,63
30 18,4 1,92 0,93
31 5,0 2,26 0,59
32 9,8 1,59 2,01
33 10,4 1,85 0,87
34 9,7 1,36 1,05
Anexo 7. Resultados del Nanodrop. Perras control.
Concentracion ug/dl 260/280 260/230

1 43,9 1,76 2,18
2 10,5 1,43 1,55
3 16,6 1,59 2,03
4 10,9 1,54 1,98
5 31,6 1,62 2,03
6 7,5 1,80 2,27
7 13,3 1,76 1,37
8 34,7 1,70 1,74
9 18,2 1,15 0,36
10 8,6 1,76 1,99
11 6,8 1,50 0,81
12 13,5 1,91 234
13 25 1,71 1,12
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Anexo 8.

Resultados del genotipado para los 15 SNPs (rosado, perras con tumores; blanco perras

control).

Sample ID GS Barcode EXON 11 (EXON 11 (EXON 11 (EXON 11 (EXON 11 (EXON 11 (EXON 11 (EXON 11 (EXON 11 (EXON 11 (EXON 22_ EXON 23_EXON 23_EXON 27_EXON 27_
1 560814-11450 A AG A A A CA A G A T GAGA AG T G TG
2 560814-11450 A AG A A A CA A G A T GAGA AG T G TG
3 560814-11451 A AG A A A A AG G AG T GAGA AG T G TG
4 560814-11451 A G A A A A A G A T GAGA AG T G TG
5 560814-11451 A AG A A A CA A G A T GAGA AG T G TG
6 560814-11451 A AG A A A A A G A T GAGA AG T G TG
8 560814-11451 A A A A A CA A G A T GAGA AG T G TG
9 560814-11451 A A A A A CA A G A T GAGA AG T G TG
10 560814-11451 CA A A A A A A G A T GAGA AG T G TG
11 560814-11451 A G A A A A A G A T GAGA AG T G TG
12 560814-11451 A A A A A @ A G A T GAGA AG T G TG
14 560814-11451 A A A A A CA A G A T GAGA AG TC G TG
15 560814-11452 A AG A A A A A G A T GAGA AG T G TG
16 560814-11452 A AG A A A A A G A T GAGA AG TC G TG
17 560814-11452 A AG A A A CA A G A T GAGA AG T G TG
18 560814-11452 A A A A A CA A G A T GAGA AG T G TG
19 560814-11452 A AG A A A A A G A T GAGA AG T G TG
20 560814-11452 CA A A A A CA A G A T GAGA AG T G TG
21 560814-11452 A AG A A A A A G A T GAGA AG T G TG
22 560814-11452 A G A A A A A G A T GAGA AG T G TG
23 560814-11452 A A A A A CA A G A T GAGA AG T G TG
24 560814-11452 A AG A A A A A G A T GAGA AG T G TG
25 560814-11453 A A A A A © A G A T GAGA AG T G TG
26 560814-11453 A A A A A CA A G A T GAGA AG T G TG
27 560814-11453 A A A A A A A G A T GAGA AG T G TG
28 560814-11453 CA A A A A CA A G A T GAGA AG T G TG
29 560814-11453 A A A A A CA A G A T GAGA AG T G TG
30 560814-11453 A G A A A A A G A T GAGA AG T G TG
31 560814-11453 A AG A A A CA A G A T GAGA AG T G TG
32 560814-11453 A G A A A A A G A T GAGA AG T G TG
BS] 560814-11453 A AG A A A A AG G AG T GAGA AG T G TG
34 560814-11453 A G A A A A A G A T GAGA AG T G TG
1Cc 560814-11454 A AG A A A A A G A T GAGA AG T G TG
2C 560814-11454 A A A A A CA A G A T GAGA AG T G TG
3C 560814-11454 A AG A A A CA A G A T GAGA AG T G TG
4ac 560814-11454 A A A A A CA A G A T GAGA AG TC G TG
5C 560814-11454 A G A A A A A G A T GAGA AG T G TG
6C 560814-11454 A G A A A A A G A T GAGA AG T G TG
7C 560814-11454 A A A A A A G G G T GAGA AG T G TG
8C 560814-11454 A AG A A A A A G A T GAGA AG TC G TG
9C 560814-11454 A AG A A A A A G A T GAGA AG T G TG
10C 560814-11454 CA AG A A A A A G A T GAGA AG T G TG
11C 560814-11455 CA A A A A A A G A T GAGA AG T G TG
12C 560814-11455 A A A A A CA AG G AG T GAGA AG T G TG
13C 560814-11455 A AG A A A CA A G A T GAGA AG T G TG
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Anexo 9. Analisis del dendrograma.

EXON,11,PARTE,2_AC
EXON,11,PARTE,2_AG
EXON, 11, PARTE,2_AG,dup
EXON,11,PARTE,2_Aindel
EXON,11,PARTE, AC1
EXON,11, PARTE, A C2
EXON,11,PARTE, AC3
EXON, 11, PARTE, AG1
EXON, 11, PARTE, AGLdup
EXON, 11, PARTE, A G2
EXON, 11, PARTE, AG2,dup
EXON,11, PARTE, AG3
EXON, 11, PARTE, AG3,dup
EXON, 11, PARTE, CT
EXON, 11, PARTE, CT dup
EXON,22_GAGA,indel
EXON,22_GAGA,indel dup
EXON,23_AG,indel
EXON,23_C,T
EXON27_AG
EXON,27_AG,dup
EXON,27_TG,indel
EXON,27_TG,indel,dup

AB BB frA frB H nGeno eAA eAB eBB p,value

A=A C=B 40 5 0 094444444 0,05555556 0,10493827 45 40,1388889 472222222 0,13888889 1
A=A G=B 18 19 8 061111111 038888889 0,47530864 45 16,8055556 21,3888889 6,80555556 0,92246721
A=A G=B 18 19 8 061111111 038888889 0,47530864 45 16,8055556 21,3888889 6,80555556 0,92246721
A=A 45 0 0 1 0 0 45 45 0 0 1
A=A 45 0 0 1 0 0 45 45 0 0 1
A=A 45 0 0 1 0 0 45 45 0 0 1
A=A C=B 24 19 2 0,74444444 0,25555556 0,38049383 45 249388889 171222222 2,93888889  0,8895096,
A=A G=B 4 3 1 0,94444444 0,05555556 0,10493827 45 40,1388889 4,72222222 0,13888889 0,71361207
A=A G=B 41 3 1 0,94444444 0,05555556 0,10493827 45 40,1388889 4,72222222 0,13888889 0,71361207

G=B 0 0 45 0 1 0 45 0 0 45 1

G=B 0 0 45 0 1 0 45 0 0 45 1
A=A G=B 41 3 1 0,94444444 005555556 0,10493827 45 40,1388889 4,72222222 0,13888889 0,71361207
A=A G=B ) 3 1 094444444 0,05555556 0,10493827 45 40,1388889 4,72222222 0,13888889 0,71361207

T=B 0 0 45 0 1 0 45 0 0 45 1

T=B 0 0 45 0 1 0 45 0 0 45 1
A=A G=B 0 45 0 05 05 05 45 11,25 25 11,25 523E-09
A=A G=B 0 45 0 05 05 05 45 11,25 25 11,25 5,23E-09
A=A G=B 0 45 0 05 05 05 45 11,25 25 11,25 5,23E-09
A=C T=B 0 4 41 0,04444444 095555556 0,08493827 45 0,08888889 3,82222222 41,0883889 1

G=B 0 0 45 0 1 0 45 0 0 45 1

G=B 0 0 45 0 1 0 45 0 0 45 1
A=C T=B 0 45 0 05 05 05 45 11,25 25 11,25 523E-09
A=C T=B 0 45 0 05 05 05 45 11,25 225 11,25  523E-09
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