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RESUMEN.

En este trabajo presentamos los resultados de la
estandarizacion de las técnicas de deteccion de
receptores de estrogenos v progesterona en tumores de
mama caninos, con el fin de analizar la
hormonodependencia de dichos tumores. Ademas,
hemos estudiado si la hormonodependencia de un
tumor guarda relacién con la evolucién post-quirtirgica
de la enfermedad contabilizando el periodo libre de
enfermedad. Las técnicas de deteccion utilizadas fueron
de tipo inmunohistoquimico v el nimero de tumores
malignos analizados de 21. Nuestros resultados
muestran que se puede analizar la naturaleza
hormonodependiente de una neoplasia mamaria en las
mismas muestras en las que se realiza el diagnostico
histopatolégico, que la mitad, aproximadamente, de los
tumores malignos de la mama canina son
hormonodependientes, v que estos tumores tienen
periodos libres de enfermedad mas largos que los
hormono-independientes, v por tanto, mejor
prondstico.
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Receptores; Estrogenos; Progesterona;
Hormonodependencia; Inmunchistoquimica;
Pronéstico.

INTRODUCCION.

Los tumores de mama son los segundos en el
orden de frecuencias en la especie canina, afectan a
hembras de edades medias v su comportamiento
biologico es maligno en la mitad, aproximadamen-
te, de los casos. El pronéstico de los tumores malig-
nos es desfavorable, con una supervivencia media
postquirtirgica de 8 a 12 meses, v, sin embargo, el
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ABSTRACT.

Results concerning the standardization of estrogen and
progesterone receptors detection techniques, as a
means to study the hormonodependence of canine
mammary tumours, are presented. In addition, the
prognostic value of hormondependence has been
evaluated by its association with the diasease free
period. Receptors detection techniques employed were
of the immunohistochemical type, and the number of
malignant tumours analyzed was 21. Our results show
that the hormonodependence of canine mammary
tumours can be analyzed in the very same tissue
samples used for the histopathological diagnosis of the
neoplasm. They also show that half of the tumours
studied, approximately, are hormonedependent and
that these tumours have longer disease free periods
than hormone-independent carcinomas and,
accordingly, better prognosis.

Key words: Mammary gland; Carcinoma; Dog;
Estrogen; Progesterone; Receptors;
Hormonedependence; Immunohistochemicstry;
Prognosis.

uso de tratamientos adyuvantes a la cirugia es muy
limitado v no estandarizado (12,

El tratamiento endocrino post-quirtirgico, bien sea
administrando hormonas o antihormonas, o bien
por métodos ablativos, se utiliza de forma rutinaria
en las mujeres con carcinomas de mama hormono-
dependientes porque prolonga la supervivencia de
modo significativo (incluso hasta 10 afios) v alivia la
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sintomatologia asociada a la enfermedad. Ademas,
también es un hecho comprobado en la mujer que
los tumores que son hormonodependientes tienen
mejor pronostico (20),

Los carcinomas de mama hormonodependientes
son aquéllos que contienen receptores de estrogenos
y/0 de progesterona - 20, Algunos tumores de mama
caninos son tumores hormonodependientes @. 13. 18.
21), pero los estudios realizados hasta la fecha son muy
escasos v limitados al campo de la investigacion, debi-
do a que los métodos de analisis de receptores hor-
monales (métodos bioquimicos de union del ligando al
receptor) eran muy costosos, requerian muestras de
tejido especialmente preparadas para tal fin y, sobre
todo, no eran de facil acceso. Asi, en Espana no se
realizan estos analisis en ninguna Facultad de
Veterinaria o Laboratorio de Analisis Clinicos. En la
actualidad, los métodos bioquimicos estan siendo sus-
tituidos por métodos inmunohistoquimicos que se
basan en la unién del receptor hormonal a un anti-
cuerpo especifico, vy una de cuyas mayores ventajas es
que se pueden aplicar sobre las mismas muestras de
tejido sobre las que se realiza el diagnostico anatomo-
patolégico de la neoplasia 14 19),

En este trabajo presentamos los resultados de la
estandarizacion de los métodos inmunohistoqui-
micos de deteccion de receptores de estrogenos v
progesterona en tumores de mama caninos.
Ademés, presentamos los resultados de un estu-
dio piloto en el que hemos analizado si la presen-
cia de receptores de estrogenos y/o progesterona
guarda relacion con la evolucion post-quirtirgica
de la enfermedad.

MATERIAL Y METODOS.
Material.
1.1. Procedencia vy nimero de casos.

Para la realizacién de este trabajo hemos utilizado
21 tumores malignos de mama que habian sido
remitidos al Laboratorio de Diagnéstico Histo-
patologico de la Universidad de Cérdoba entre los
anos 1993 y 1998 por la Clinica Veterinaria Thor
y clasificados ¥ como adenocarcinoma tubular sim-
ple (n=3), adenocarcinoma tubular complejo (n=3),
adenocarcinoma papilar quistico complejo (n=1),
carcinoma soélido simple (n=6), carcinoma soélido
complejo (n=2), tumor mixto maligno (n=1) vy
patron combinado (n=5). La raza v la edad de los
21 animales, asi como la localizacion de los tumo-
res, aparecen reflejados en la Tabla I.

A

Metodos.

2.1. Procesado de las muestras.

Todas las muestras objeto de estudio fueron piezas
de extirpacion quinirgica (tumorectomias, mastecto-
mias simples o mastectomias en bloque) que habian
sido fijadas en formol salino al 10% e incluidas en
parafina.

2.2. Deteccion de receptores de estrogenos y
receptores de progesterona.

La técnica empleada fue la técnica inmunohistoqui-
mica (IHQ) de la Avidina-biotina-peroxidasa (ABC) de
Hsu v colaboradores (1981) modificada. El desarrollo
de la técnica tiene tres partes fundamentales:

» Preparacion de los cortes de tejido para el desa-
rrollo de la reaccién antigeno-anticuerpo (despa-
rafinado, hidratacién, inhibicion de la peroxidasa
endogena, desenmascaramiento antigénico v
bloqueo de reacciones inespecificas).

= Desarrollo de la reaccion antigeno-anticuerpo
mediante incubacion de los cortes de tejido con
los anticuerpos anti-receptores de estrogenos v
anti-receptores de progesterona durante 18
horas a 4 grados centigrados.

= Amplificacién de la reaccion antigeno-anticuerpo
para su visualizacion en microscopia opfica.

Los anticuerpos utilizados fueron comerciales v
desarrollados frente a antigenos humanos, por los
que la estandarizacion de las técnicas IHQ incluia la
demostracion de que estos anticuerpos reconocian
también antigenos caninos (controles positivos de
especie). Los controles positivos de especie (aqué-
llos tejidos que contienen el antigeno que se desea
detectar con una técnica IHQ) utilizados fueron
muestras de Utero canino procesadas de forma
idéntica a los tumores, es decir, fijadas en formol
salino al 10% e incluidas en parafina, y el tejido
mamario normal encontrado alrededor de los tumo-
res. Ademas de los controles de especie, se utiliza-
ron controles técnicos (aquéllos que prueban la
especificidad de la reaccién antigeno-anticuerpo) o
controles negativos: cortes de tejido de titero canino
en los que se sustituyé el anticuerpo especifico por
liquido ascitico de ratén (para comprobar si éste
reacciona de manera inespecifica con los tejidos
caninos objeto de estudio) y tampén fosfato (para
comprobar que la sefial optica obtenida no se debe
a reacciones indeseadas de los productos utilizados
para colorear la reacciéon antigeno-anticuerpo); v
cortes de tejido de bazo y pulmén caninos (para
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comprobar que en estos tejidos que carecen de RE
v RP no habia reaccion).

2.3. Evaluacion del valor pronéstico de las pre-
sencia o ausencia de receptores hormonales.

La evaluacion del valor pronéstico de la presencia
de receptores de estrogenos y/o progesterona en
los tumores malignos de mama de perra se ha rea-
lizado mediante estudios de correlacion (prueba de
la probabilidad exacta de Fisher) (23 entre la expre-
sibn de receptores hormonales y la evolucién post-
quiriirgica de los animales. La evolucion postquirtr-
gica se analizd mediante revisiones cada 3-4 meses
hasta un méximo de 18 meses. En cada revision se
evaluaron la presencia o ausencia de recidivas
(exploraciéon clinica). la presencia o ausencia de
metéastasis (radiografia de térax) y la muerte relacio-
nada con la enfermedad neopléasica (evaluacion cli-
nica v necropsia). Los casos objeto de estudio se
dividieron en tres grupos en funcién de su periodo
libre de enfermedad (grupo 1=0-6 meses; grupo
2=7-12 meses y grupo 3=13-18 meses) (Tabla I).

Como control de la poblacién objeto de estudio se
evalué la relacion entre el grado histolégico de malig-
nidad de las neoplasias, que es un factor pronéstico
de valor probado (11, y la evolucién postquirtirgica de
los animales utilizando la misma prueba estadistica.

RESULTADOS

Deteccion de receptores de
estrogenos y progesterona.

1.1. Controles.

A. Controles positivos y negativos. en las mues-
tras de ttero (control positivo), el anticuerpo anti-
receptores de estrogenos (anti-RE) reaccioné de
forma intensa v uniforme con los nicleos de los
leiomiocitos del miometrio, con los niicleos de los
fibroblastos del estroma endometrial vy con las
células del epitelio glandular y del epitelio de
superficie del endometrio (Fig. 1). La reaccién
con el anticuerpo anti-receptores de progestero-
na (anti-RP) fue similar, con la tinica excepcion de
las células epiteliales de la mucosa, que no reac-
cionaron. El tejfido mamario normal adyacente a
los tumores también reaccion6 con ambos anti-
cuerpos en todos los casos en que se identificd
(14 en los cortes con el anticuerpo anti-RE y 15
en los casos con el anticuerpo anti-RP) (Fig. 2).

En las muestras de titero en las que no se aplicaron

los anticuerpos especificos, y en las de bazo v pul-
mon (controles negativos) no se obtuvo inmunoreac-
tividad con ninguno de los anticuerpos utilizados.

1.2 Tumores

A. Receptores de estrogenos: de los 21 casos estu-
diados, 6 (28'5%) fueron positivos. Los produc-
tos inmunoreactivos se observaron en los niicle-
os de las células epiteliales v en la mayoria de los
casos, en las secreciones presentes en la luz de
los tibulos neoplasicos (Fig. 3). La inmunoreac-
cion se observo en la mayoria de las células neo-
plasicas en el 10% de los casos, aproximada-
mente, (Fig. 3) mientras que los restantes
presentaban cantidades bajas (Fig. 4) o medias
de células positivas en porcentajes similares. Al
analizar la estirpe celular de los tumores, obser-
vamos que ninguno de los 11 de tipo simple
presentaba RE, siendo todos los positivos o
complejos ¥ o mixtos 2.
Receptores de progesterona: de los 21
casos estudiados, 9 (43%) fueron positivos. Los
productos inmunoreactivos se observaron en los
nticleos de las células epiteliales tumorales (Fig.
5). La cantidad de células positivas en cada
tumor fue baja en la mayoria de los casos (65%).
Algunas células fusiformes v localizadas, por lo
general, cerca de los nidos de células epiteliales
tumorales (Fig. 5), fueron positivas en 5 de los
21 casos (24%). Los tumores complejos v mix-
tos presentaban RP (6 de 10) con mayor fre-
cuencia que los simples (3 de 11).
C. Receptores de estrogenos v receptores de
progesterona: de los 21 tumores analizados,
12 (57%) presentaban RE, RP o ambos. De
estos 12 casos, 3 eran simples v 9 complejos 7
o mixtos (. La relacién entre estirpe celular vy
expresion de receptores hormonales fue esta-
disticamente significativa (p = 0,01).

VALOR PRONOSTICO DE LA
HORMONODEPENDENCIA
EN LOS TUMORES
MALIGNOS DE PERRA.

2.1.Control de la poblacién objeto de estudio
(relacion entre el grado histolégico de malig-
nidad v la evolucién postquirirgica).

De los 21 tumores evaluados, 5 tuvieron un perio-
do de evolucién postquirirgica corto, v 4 de estos

21N
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Fig. 1. Utero canino {control positivo). En la imagen se observan numerosos
nticleos de color marrén, tamto en el miometrio como en el estroma v el epitelio
glandular del endometrio. El color marrén es el resultado del coloreadao de la
reaccion antigenc-anticuerpo, mientras que los nicleos azules son negativos.
Anticuerpos anti-RE, técnica del ABC, 20X.

Fig. 3. Tumor mixto maligno grado II(B88/97). En la imagen se observa el com-
ponente epitelial del tumor,de arquitectyura tubular, v con la mayoria de las célu-
las neaplasicas positivas (niicleos marrones). Anticuerpo anti-RE, técnica del ABC
40X.

Fig. 5. Adenocarcinoma tubular complejp grado 1 (B1172/95). En la iamgen se
observaron tanto el elemento epitelial (tubular) como el miopepitelial (fascicular)
de la neoplasia y en ambos hay algunos niicleos positivos (color marran).
Anticuerpo, técnica del ABC, 40X.

eran de grado IIl, mientras que 16 tuvieron periodos
de evolucién postquirtirgica medios v largos, v solo
2 eran de grado Il (p= 0.01) (Tabla II).

Fig. 2. Lobulillo mamario (control positivo). En la imagen se observa un lobulillo
mamamrio con algunas células epiteliales (niicleos redondeados) y mioepiteliales
(niicleos alargados) positivos (niicleos de color marrén). Anticuerpos anti-RP, téc-
nica del ABC, 20X.

Fig. 4. Adenocarcinoma tibulo-papilar complejo de grado 1 (B148/95). En la
imagen se observa el componente epitelial de la neoplasia con algunas células
positivas (nicleos marrones). Anticuerpo anti-RE, técnica del ABC, 40X,

2.2. Valor pronéstico de la expresion de re-
ceptores hormonales.

A. Relacién entre la expresion de receptores de
estrogenos v progesterona v el grado histologi-
co de malignidad: Los 5 tumores de grado | pre-
sentaban receptores hormonales (RE y/o RP),
mientras que todos los tumores de grado Il fue-
ron RE() y RP(-) (Tabla III).

b) Relacion entre la expresion de receptores de
estrogenos y progesterona y el periodo libre de
enfermedad: El 57% de los tumores analizados pre-
sentaban receptores hormonales (RE y/o RP) v el
periodo libre de enfermedad fue corto (6 meses) en
1 caso, medio (12 meses) en 2 casos v largo (18
meses) en 9 casos (p= 0'04) (Tabla IV).

/N
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Tabla II. Relacion entre el grado histoldgico de malignidad v el periodo libre de enfermedad.

Corto Medio Largo
Grado | 0 il 4
Grado 2 1 2 7
Grado 3 5 0 2

Tabla HI. Relacion entre la expresion de receplores hormonales v el grado histologico de malignidad.

Con receptores

Sin receptores

Grado | 5
Grado 2 7
Grado 3 0

0
3
7

Tabla IV. Relacion la expresion de receptores hormonales v el periodo libre de enfermedad.

Con receptores

Sin receptores

Corto 1
Medio 2
Largo 9

5
1
4

DISCUSION

Nuestros resultados demuestran, primero, que se
puede analizar la hormonodependencia de los
tumores de mama caninos mediante la deteccion
inmunohistoquimica de receptores de estrégenos y
receptores de progesterona en las mismas muestras
que sirven para hacer el diagnéstico histopatoldgico
de la neoplasia, v sequndo, que los tumores que son
hormonodependientes tienen periodos libres de
enfermedad tras la cirugia mas largos que los tumo-
res que carecen de receptores.

Las técnicas inmunohistoquimicas son una impor-
tante herramienta tanto en el diagnéstico anatomo-
patolégico como en los estudios de investigacion,
siendo la técnica del complejo avidina-biotina-pero-
xidasa (ABC) una de las mas utilizadas por su eleva-
da sensibilidad, por la versatilidad del método (va
que se basa en la unién no inmunolégica de la avi-
dina a la biotina v, por tanto, puede aplicarse con
independencia de la especie), y por la gran cantidad
de reactivos disponibles comercialmente, de mane-
ra que la tnica variable a la hora de utlizarla es el
anticuerpo especifico frente al antigeno que se
desea buscar (10. 17, Cada dia son més los anticuer-
pos comerciales que se desarrollan frente a gran
variedad de antigenos v la patologia veterinaria se
ha visto beneficiada de este auge, al comprobarse
que gran cantidad de anticuerpos desarrollados fren-
te a antigenos humanos presentan reacciones cru-

zadas con antigenos animales equivalentes (24, En
nuestro estudio, los dos anticuerpos utilizados reac-
cionaron con los controles positivos de especie, tal
y como va habian comprobado otros autores ©. 25)
que detectaron receptores hormonales en el mio-
melrio y en los fibroblastos del estroma endometrial,
asi como en las células epiteliales endometriales uti-
lizando, como nosotros, anticuerpos desarrollados
frente a antigenos humanos. Algunos antigenos
precisan meétodos especiales de procesado de las
muestras de tejido para poder ser detectados con
tecnicas [HQ (17), pero muchos de ellos se conservan
bien en muestras procesadas rutinariamente, y
entre ellos figuran los RE y los RP @. 6. 8. 14, 16, 19, 25)
(Martin de las Mulas et al., 2000; Millan et al.,
2000) tal y como hemos observado en este estudio.

El 28,5% de los tumores malignos estudiados teni-
an receptores de estrogenos. Algunos autores ya
habian estudiado la presencia de RE en tumores de
mama caninos utilizando la técnica bioquimica del
DCC .5, 13,18, 21) Sin embargo, se han publicado
recientemente tres estudios 3 estudios inmunohisto-
quimicos de deteccién de receptores de estrogenos
en tumores de mama caninos, v las cifras obtenidas
con estas tecnicas son similares a las nuestras ©. 8.
16). Asi, ® encontraron que el 33.3% de los tumores
analizados tenian RE, vy ®) solo en el 10% de los
casos. La técnica del DCC se basa en la union del
ligando (la hormona) al receptor, v se usa sobre
homogeneizados de tejido en los que no es posible
distinguir si el contenido en receptores corresponde

21N
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a la masa tumoral o al tejido mamario normal cir-
cundante o invadido, de manera que, en este tipo de
muestras, si la mama normal contiene RE v el
tumor no, la técnica bioquimica sera un falso positi-
vo (1), Una de las mayores ventajas de las técnicas
inmunohistoquimicas con respecto a las bioquimicas
es que permiten identificar de manera precisa en
queé estructuras tisulares hay receptores hormonales
y de este modo, detectar si estan en tejido mamario
advacente a las lesiones tumorales. Es posible que
las cifras tan altas publicadas por otros autores en
tumores caninos se deban al menos en parte, a la
existencia de falsos positivos. De hecho, nosotros
hemos encontrado RE v RP en todas las muestras
de tejido glandular normal encontradas alrededor de
los tumores.

El 43% de los tumores malignos analizados pre-
sentaban receptores de progesterona. En algunos
estudios previos realizados con técnicas bioguimicas
las cifras fueron similares a las nuestras (18. 21. 22),
proximas al 50%, pero otros, como Martin et al
(1984) encontraron que un 25% de los casos, apro-
ximadamente, de los tumores malignos caninos
expresaban RP. Sin embargo, si estos autores
hubieran utilizado el mismo umbral de positividad
que los anteriores (5 fmol/mg de proteina en vez de
10 fmol/mg) su porcentaje de casos con RP seria
del 63%. Por ultimo Donnay vy colaboradores
encontraron que el 80%, al menos, de los tumores
malignos de su serie expresaban RP, cifras que
podria incluir verdaderos y falsos positives, tal v
como hemos comentado anteriormente. El tnico
estudio inmunohistoquimico realizado hasta la fecha
sobre 10 tumores malignos revelé que el 60% de los
casos tenian RP ©),

El 57% de los tumores analizados tenian recepto-
res (RE v/o RP). Ahora bien, sélo el 15% de estos
tumores expresaban ambos receptores. Esta cifra es
inferior a las publicadas en algunos estudios bioqui-
micos, como el de Rutteman et al y el de Parodi et
al, realizados con tumores caninos en los que obser-
varon que el 40% de los casos expresaban ambos
receptores, pero mas similar a la obtenida por
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Martin et al (1984), que utilizando un umbral de
positividad mayor que Rutteman et al (1988),
encontraron que el 20% de los casos analizados
contenian ambos receptores. Es posible que las téc-
nicas inmunohistoquimicas solo sean sensibles, en
general, para umbrales superiores a los 10 fmol/mg
de proteina. El resto de los grupos, que incluye los
RE (+) RP (), los RE (-) RP (+) v los RE (-) RP ()
representa en nuestra serie porcentajes similares a
los publicados por Parodi et al (1984) en una serie
de 144 tumores malignos caninos. Estos autores
son los tnicos que han publicado, hasta la fecha, un
estudio de este tipo pero con métodos bioquimicos.

En cuanto al valor pronéstico de la expresion de
receptores hormonales observamos que los tumores
con receptores hormonales tienen periodos libres
de enfermedad mas largos, v por tanto tienen mejor
prondstico que los que carecen de receptores. Este
hecho es ampliamente conocido en la mujer ©@.20) y
también ha sido comprobado en alguna serie de
tumores caninos pero utilizando métodos bioguimi-
cos (13.22), | a validez de nuestros resultados descan-
sa, a su vez, en la comprobacion, en la misma
poblacién, de la relacién directa que existe entre los
grados histolégicos de malignidad més bajos v los
prondsticos méas favorables (11. 15, De igual modo,
hemos podido comprobar que los tumores simples
se asocian a periodos libres de enfermedad mas cor-
tos que los complejos v mixtos (7- 15),

En conclusion, nuestros resultados demuestran la
accesibilidad de los estudios de hormonodependen-
cia en los tumores de mama caninos v su valor
como indicador pronéstico favorable, v, sobre todo,
proporcionan una herramienta basica para la reali-
zacion de ensayos clinicos de tratamiento endocrino
postquirtirgico.
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"Me llamo Roco
y soy adicto”

Comencé a comer Kilina a los ocho meses de edad y desde
entonces no puedo pasar sin él. No sé si es su sabor o la
energia que me da, pero no he probado nada igual. Mi novia
dice que por qué no pruebo otras cosas, que estd harta de
correr detras de mi...

Pero yo nunca me he sentido mejor que cuando como Kilina.
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‘olmenar jo (Madrid)
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