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RESUMEN

El cancer mamario es una frecuente enfermedad canina cuyos estadios clinicos avanzados no
pueden ser satisfactoriamente controlados tinicamente con cirugia. Esto hace necesaria la
busqueda de nuevas terapias adyuvantes en la especie. El presente Trabajo de Tesis se
desarrollé en cuatro objetivos especificos que fueron realizados en un total de 110 hembras
caninas con neoplasias mamarias malignas en distintos estadios clinicos. El primer objetivo
fue poner a punto la técnica de inmunohistoquimica (IHQ) y estudiar la expresion de los
receptores de progesterona (RP) y estrogenos (RE). El segundo y tercer objetivos fueron
describir la expresion de las isoformas del RP y evaluar el efecto de un antiprogestageno, el
aglepristone, sobre el tiempo de sobrevida libre de enfermedad (SLE) y sobrevida general
(SG) en los pacientes. Como cuarto objetivo, se describid la accion de un analogo sintético de
la vasopresina, la desmopresina (DDAVP), en relacion al grado histolégico en la SLE y SG
de las hembras. Para los tres ultimos objetivos se trabajo con un disefio longitudinal,
aleatorizado y con grupo control. A los datos obtenidos se les aplicO una estadistica
descriptiva y pruebas de Kaplan-Meier. La técnica de IHQ, con los anticuerpos MC-20, Y-

19, Ab-6 y Ab-7, result6 de utilidad para la determinacion de RE y RP asi como también para



sus diferentes isoformas en esta especie. Un hallazgo alentador fue el alto porcentaje de
expresion de RP en estas neoplasias malignas, no obstante con el numero de animales aqui
utilizado no fue posible dilucidar si el aglepristone tuvo un efecto benéfico. También se
reconfirmo el efecto beneficioso de la DDAVP sobre la SLE y SG, y su relacion con el grado
histolégico del carcinoma mamario. Estos resultados alientan, indefectiblemente, a su
corroboracion en un mayor nimero de animales como asi también a la continuacién de

estudios terapéuticos orientados a estos blancos moleculares.
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ABSTRACT

In the domestic dog, mammary cancer is a highly prevalent disease. As its advanced stages
can not be completely managed by surgical excision, the improvement of adjuvant therapies is
required in this species. This Thesis included four specific objectives that were carried out in
110 female dogs suffering from different clinical stages of malignant mammary neoplasia.
The first objective was to refine the immunohistochemistry (IHC) technique and to describe
the expression of progesterone (PR) and estrogen (ER) receptors. The second and third
objectives were to study PR isoforms and to evaluate the effect of the antiprogestin,
aglepristone, on disease free (DF) and overall survival (OS) of patients. The fourth objective
was to describe the effect of a synthetic analogue of the vasopressin, desmopresin (DDAVP),
on DF and OS in relation to the histological grade of the tumors. In the three later objectives a
longitudinal randomized controlled design was used. Obtained data were analyzed using
descriptive statistics and Kaplan-Meier tests. The IHC, using MC-20, Y-19, Ab-6 and Ab-7
antibodies, was found useful for PR, ER and their isoforms determinations in these bitches.
Regardless, the rewarding finding of a high PR percentage in these malignant tumors, the

effect of aglepristone could not be described in this group of animals. The beneficial effect of



DDAVP on DF and OS was re-confirmed and its relationship with the tumor histological
grade was shown. These results warrant corroboration on a larger number of animals as well

as further therapeutic studies focused on these molecular targets.



INTRODUCCION

Los tumores de glandula mamaria son la neoplasia de mas frecuente presentacion en perras,
representando el 42 % de todos los tumores y el 82 % de los provenientes del aparato
reproductivo femenino (1,2). Existe escasa informacion con respecto a la prevalencia de las
neoplasias de glandula mamaria en caninos. Estudios comunmente citados reportan una
prevalencia de 145 a 205 cada 100.000 animales/afio (3,4). Mas recientemente se ha

publicado una prevalencia mucho mas alta, de 111 cada 10.000 animales/afio (5).

Son varios los genes y proteinas codificadas por éstos, involucrados en el desarrollo y
progresion de las neoplasias mamarias en esta especie. Algunos/as de los mas importantes en
los cuales su desregulacion influye en esta enfermedad, son: hormona del crecimiento (6-10),
factor tipo insulinico I y la proteina relacionada a la hormona paratiroidea (11-13), factores de
crecimiento transformante (14-16), alteraciéon de genes que regulan los mecanismos de
detoxificacion celular como BRCA 1 (breast cancer-1) (17-18), oncogenes tales como c-erb
(19-21); c-kit (22) y c-myc (23-24), genes supresores de tumor como p53 (24-30) y PTEN
(31-32).

A pesar de la etiologia multifactorial, las hormonas por intermedio de sus receptores
hormonales (RH), principalmente el receptor de estrogeno (RE) y el receptor de progesterona
(RP) juegan un papel fundamental en esta frecuente enfermedad que afecta a los caninos.

Algunas de las evidencias mas fuertes que postulan su accidn son las siguientes:

-La ovariectomia temprana es preventiva, y la presencia de receptores para hormonas

esteroideas en los tejidos tumorales indicarian que el factor hormonal podria estar involucrado



en el desarrollo de tumores mamarios (33-34). La ovarioectomia temprana es una firme
proteccion contra el desarrollo de tumores mamarios, el riesgo de desarrollar un tumor
mamario a lo largo de toda la vida de una perra es de 0,5 % para las perras esterilizadas antes
del primer estro, 8 % para las esterilizadas después del primer ciclo y 26 % para aquellas

esterilizadas después de 2 o mas ciclos (35).

-La influencia de la ovariectomia en la evolucion de los tumores mamarios existentes es punto
de controversia. Asi, en uno de los trabajos iniciales, se demuestra que el riesgo de tumores
benignos se reduce con ovariectomia aun en edades avanzadas (36).

En un estudio retrospectivo en 145 animales con carcinomas mamarios malignos se observo
que las perras castradas dentro de los 2 afnos de desarrollado el tumor mostraban una mayor
sobrevida con respecto a las no castradas o a las castradas luego de los 2 afios del diagnostico
del tumor (37). En cambio, otros trabajos no han evidenciado beneficio alguno por efecto de

la castracion (35, 38).

-En la ultima década, utilizando métodos bioquimicos, varios estudios han revelado la
presencia de RE y RP en tumores mamarios. Estos resultados indican un papel importante de
las hormonas sexuales en el desarrollo de estos tumores. Los RE y RP estdn expresados en

mas del 50 % de las neoplasias malignas (39-45).

-El desarrollo normal de la mama requiere la accion de RE, PR y factores de crecimiento. La
via estrogénica estimula la elongacioén ductal mientras que la via mediada por progestagenos

induce el desarrollo de las bifurcaciones ductales y alveogénesis mamaria (46-47). Asi, vias



de senalizacion involucradas en el crecimiento y desarrollo normal de la glandula mamaria,

podrian ser reactivadas durante la progresion del cancer mamario (48).

-La prolongada administracion de estrogenos no ha mostrado un incremento de la incidencia
de tumores mamarios en caninos. En cambio, la administracion de progestagenos se asocia

con incremento en la aparicion de tumores mamarios benignos en la perra (15,43,49-57).

-Son varias las vias de sefializacion celular involucradas en el desarrollo y progresion tumoral,

mediadas por progestinas y el RP (58-61).

-La progesterona, por intermedio de sus receptores, tiene efectos proliferativos y

carcinogénicos sobre la mama (62).

-La progesterona a través de la via de la isoforma A de RP (RP-A), tienen una accién
claramente inhibitoria sobre el crecimiento celular en el utero; pero juega un rol proliferativo

a través de la via de la isoforma B de RP (RP-B) en el desarrollo de la mama (63).

-Recientemente se ha observado, que las progestinas también podrian inducir poblaciones
celulares pre-cancerosas o estimular a stem cell durmientes a la reintroduccion inapropiada
del ciclo de division celular, para dirigirlas hacia una fase proliferativa. Puntualmente, se ha
visto que una progestina sintética, como el acetato de medroxiprogesterona, interactuaria con
receptores androgénicos, y podria alterar endocrinologicamente el sistema de transduccion de

sefales, las cuales desarrollan un efecto protector en la mama normal (64).



El diagnéstico clinico de las neoplasias mamarias se basa en la anamnesis y el examen fisico
completo. La anamnesis, debe incluir datos sobre raza, edad, castracion, administracion de
hormonas sexuales, fecha de aparicion del tumor y ritmo de crecimiento. En el examen fisico
se debe identificar la localizacion y tamafio de cada tumor, las adherencias a planos profundos

y/o piel y el estado de los linfonddulos regionales.

Los métodos diagnodsticos complementarios permiten definir el estadio de la neoplasia. La
radiologia es un método de utilidad y aplicacidon en veterinaria en pacientes oncoldgicos para
la deteccion de metastasis pulmonares las cuales pueden no dar signologia (65,66). En
condiciones practicas la resonancia magnética nuclear y la tomografia axial computada o
tomografia por emision de positrones, generalmente no son posibles de ser realizadas.

El examen citologico de muestras obtenidas mediante aspiracion por aguja fina del tumor
suele rendir resultados ambiguos (67,68). Por otra parte, la biopsia escisional es el método de
eleccion para confirmar el diagndstico. Con la informacion aportada por los exdmenes clinico
y complementarios es posible estratificar al paciente y asi instaurar el tratamiento mas

apropiado (69; Tabla 1).



Tabla 1: Sistema de estadios clinicos de neoplasias malignas de glandula mamaria (70).

ESTADIO

I

11

v

TUMOR
PRIMARIO
(T)
Didmetro
menor a 2,9
cm.
Didmetro
entre 3 a 4,9
cm.
Didmetro

mayor a 5 cm.

Cualquier T

Cualquier T

ESTADO DEL

LINFONODULO

REGIONAL (N)

No afectado

No afectado

No afectado

Metastasis
diagnosticada por
histopatologia

Cualquier N

METASTASIS A DISTANCIA

(M)

No hay evidencia de metastasis a

distancia detectada

No hay evidencia de metastasis a

distancia detectada

No hay evidencia de metéstasis a

distancia detectada

No hay evidencia de metastasis a

distancia detectada

Metastasis a distancia detectada

Se ha postulado, también, que el cancer de mama presenta distintos momentos evolutivos (71-

76) con un incremento progresivo de la agresividad clinica asociada a diferentes patrones

histologicos.

Asi se describen lesiones preneoplasicas, y lesiones invasivas hormono-

dependientes y hormono-independientes. En la clinica, se predice el grado de dependencia

hormonal evaluando la presencia de receptores hormonales. Los receptores nucleares

participan en diversos procesos biologicos, como diferenciacion, crecimiento y homeostasis



10

celular. Cuando se trata de proliferacion celular los RE y los RP estan directamente
involucrados, y la integridad funcional de los mismos es fundamental para la multiplicacion,
crecimiento y diferenciacion normal de las células de los tejidos sensibles a la hormona. La
transformacion celular y consecuentemente la adquisicion del fenotipo neoplasico (incluyendo
inmortalidad, alteraciones nucleares y citoplasmaticas, crecimiento descontrolado) puede

deberse a causas varias, de las cuales muchas son debidas a la desregulacion hormonal.

Existen ciertos factores para la evaluacion del prondstico de la enfermedad neoplasica. Estos
permiten predecir la aparicion de recidivas y/o metastasis tumorales y asi estimar la sobrevida
libre de enfermedad (SLE) y la sobrevida general (SG). La SLE es el periodo entre el
tratamiento quirargico del tumor y la aparicion de recidivas local, regional y/o metastasis. La
SG muestra el tiempo entre la extirpacion de la masa tumoral y la muerte del animal por la

neoplasia u otras causas.

Los factores prondstico de las neoplasias mamarias pueden ser clinicos y/o histologicos. Los
primeros involucran la edad del animal, localizaciéon y nimero de tumores, estadio clinico,
ritmo de crecimiento, presencia de ulceracion entre los mas importantes (77). Los factores
histologicos incluyen el tipo (38,78), patrén (34,73) y grado histologico (79-82).

La cirugia es el método de eleccion y méas ampliamente usado para las neoplasias mamarias
caninas, salvo en presencia de enfermedad metastésica, carcinoma inflamatorio o mal estado
general del animal. Las técnicas incluyen nodulectomia, mastectomia, mastectomia en bloque,

mastectomia radical uni o bilaterales (83-85).
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Las drogas quimioterapicas pueden ser indicadas para tratar metastasis establecidas, tumores
primarios infiltrados o como adyuvante o neo-adyuvante a la cirugia. Existen diversos
protocolos quimioterapicos disponibles a evaluar para cada caso en particular. Las drogas
mas utilizadas son doxorrubicina (86-88); ciclofosfamida junto con 5-fluorouracilo (89) y

mitoxantrona (90).

La utilizacion de antiestrégenos como el tamoxifeno, como adyuvantes esta altamente
restringida en la especie, debido a que ejerce efectos agonistas (91,92). Los agonistas de la
hormona liberdadora de gonadotrofinas (GnRH), usados a dosis sostenidas en el tiempo
inhiben reversiblemente el eje gonadal, luego de un periodo de estimulacion inicial que a

veces puede resultar perjudicial (93).

La radioterapia también puede emplearse como terapia adyuvante posquirurgica o en el
tratamiento de tumores inoperables o en metastasis O0seas (94). No obstante, no existen
muchos reportes referidos a su eficacia en el tratamiento de tumores mamarios. La
inmunoterapia es de eficacia controversial (70,95), aunque se han descripto algunos resultados
alentadores debido a la reduccion de la masa tumoral luego de este tipo de terapias (96). Una
teoria publicada en 1989 (97) y citada en varios textos (98) sugiere que el consumo de una
dieta hiperproteica ¢ hipograsa en perras con cancer mamario puede prolongar su tiempo de

sobrevida.

Actualmente las estrategias terapéuticas de las neoplasias mamarias estan orientadas a buscar
tratamientos no toxicos dirigidos a blancos moleculares especificos que permitan al animal

convivir con la enfermedad por un tiempo prolongado. Estas nuevas terapias, en conjuncion
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con los métodos convencionales constituyen las practicas mas prometedoras para los

proximos afos de la oncologia veterinaria.

Lo anteriormente expuesto hace necesaria la busqueda de nuevas terapias adyuvantes en la
especie (objetivo general). El presente Trabajo de Tesis incluy6 cuatro objetivos especificos.
El primer objetivo fue poner a punto la técnica de inmunohistoquimica y estudiar la expresion
de los RP y el RE. En el segundo y tercer objetivo fueron describir la expresion de las
isoformas del RP y evaluar el efecto de un antiprogestageno, el aglepristone, sobre el tiempo
de SLE y SG en los pacientes. Como cuarto objetivo, se describid la accion de un andlogo
sintético de la vasopresina, la desmopresina (DDAVP), en relacion al grado histolégico en la

SLE y SG de las hembras.

Objetivo especifico I

Poner a punto la técnica para la determinacioén de receptores de estrogeno alfa (RE-a) y beta

(RE-P) y de progesterona (RP) en tumores mamarios caninos.

Hipotesis

La técnica de inmunohistoquimica es de utilidad para la determinacion de RE y RP en

tumores mamarios de la hembra canina.
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Las coloraciones especiales, y en particular las técnicas inmunohistoquimicas, introducen
datos auxiliares que complementan y enriquecen las observaciones morfohistologicas. La
técnica de inmunohistoquimica descripta por Walker y col., (1998) y Mote y col., (2001) es de
utilidad para la determinacion de RE y RP en tumores mamarios de la hembra canina (41,99-

105).

Existe bastante controversia con respecto al porcentaje de RE y RP en tumores malignos
caninos debido, muy probablemente, a la falta de uniformidad en criterios de inclusion de los
casos. Asi, para el caso RE-a algunos estudios demuestran que el porcentaje tumores que los
expresan es alto (41,105,106), medio (107,104) o bajo (101,108). Para los RE-f también se
encuentran datos dispares (101-102). Particularmente, para los RP algunos autores hallaron

una elevada expresion (109), y otros lo contrario (104,105).

Existen trabajos sobre la aplicacion de técnicas inmunohistoquimicas para la identificacion de
receptores en tumores mamarios caninos malignos y benignos en forma conjunta (41,104);
malignos y benignos en forma separada (41,102,104,105,109) y otros que abordan
unicamente los malignos (110). No obstante, desconocemos la existencia de algin reporte en
el que se describa la presencia de receptores en cada uno de los estadios clinicos (70) del
paciente. EIl conocimiento de la expresion de receptores en los distintos estadios clinicos
aportara, indudablemente, un verdadero valor prondstico y servira para el desarrollo de
nuevas drogas que se traduciria en una mejoria clinica de los animales.

Conociendo que el comportamiento bioldgico de una neoplasia varia con el estadio clinico del
paciente, resulté interesante estudiar la expresion de los receptores en cada uno de los estadios

clinicos en animales con neoplasias mamarias malignas. Adicionalmente, este objetivo
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incluye la puesta a punto la de técnica de inmunohistoquimica para la determinacion de

receptores hormonales en la especie.

Objetivo especifico 11

Evaluar el efecto del antiprogestageno, aglepristone, sobre el tiempo de SLE y SG en perras
con tumores mamarios en estadios clinicos III tratadas quirGirgicamente en relacion a la

presencia o no al RP en el tejido neoplésico.

Hipotesis

El aglepristone aumenta el tiempo de SLE y SG en perras con tumores mamarios en estadio

clinico III tratadas quirurgicamente, sean o no positivas a RP.

Los esteroides sexuales han sido asociados, durantes afos, a agentes causales del cancer
mamario (111). El RP ha sido extensamente estudiado en tumores mamarios malignos
humanos; el estatus positivo respecto a RP se correlaciona en general con un prondstico
favorable y es utilizado para identificar pacientes que podrian beneficiarse con una terapia

hormonal (112).

Han sido descriptas 2 isoformas de RP, la B (RP-B) y la A (RP-A) con un peso molecular de

114-120 y 94 kDa, respectivamente (113). Es sabido que la diferente distribucion de las
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isoformas de RP, podria tener implicancias en el tratamiento con antiprogestagenos (114). El
RP-A puede inhibir dominantemente al RP-B y a otros miembros de la familia de los
receptores esteroides (115), como asi regular genes involucrados en el cancer de mama o en el
desarrollo normal de la glandula mamaria (116). Por su parte, la elevada expresion de RP-B
esta asociada con neoplasias altamente malignas de o6rganos reproductivos (117). El uso de
diferentes anticuerpos en técnicas inmunohistoquimicas permite evidenciar la expresion de las
distintas isoformas. Asi, el anticuerpo C-20 reacciona con ambas isoformas del RP (118), el

Ab-7 lo hace con la isoforma A (119) y el Ab-6 con la B (119).

Los competidores de los receptores de progesterona como el onapristone (ZK 98.299) y el
mifepristone (RU 486) y el ZK 112.993 demostraron ser potentes inhibidores de los tumores
mamarios y sus metastasis en roedores (120-122) y en lineas celulares humanas (123).
Trabajos con estas drogas evidenciaron estabilizacion de la enfermedad en estas especies

(124-127).

No existen, en la hembra canina, estudios similares usando antiprogestagenos. El aglepristone
(RU 534) es un bloqueante de los RP disponible en el mercado veterinario mundial. En la
perra, el aglepristone compite con los receptores uterinos de progesterona con una tasa de
fijacion tres veces mayor a la de la hormona enddgena sin tener actividad antiglucocorticoide
(128). No se encuentran disponibles datos sobre farmacocinética, biodisponibilidad y dosis
letal en caninos domésticos. Las dosis y esquemas de tratamiento de las drogas utilizadas en

esta tesis se basaron en citas bibliograficas (128-134) y datos del laboratorio (128).
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Por lo anteriormente expuesto, resulta de interés, describir la expresion de los RP con
anticuerpos de distinta especificidad hacia las isoformas A y B en perras con tumores
mamarios en estadios clinicos avanzados. También, evaluar el efecto del aglepristone, sobre
las SL y SG, en relacion a la expresion de las distintas isoformas de RP en esta misma

categoria de pacientes tratadas quirirgicamente.

Objetivo especifico I11

Probar el efecto del antiprogestageno, aglepristone, sobre la regresion tumoral y la SG en

perras con tumores mamarios en estadio clinico V.

Hipotesis

El aglepristone produce regresion tumoral y aumento de la SG en perras con tumores de

mama en estadio clinico V.

Las metastasis pulmonares de tumores mamarios son, generalmente, la causa de muerte en las
mascotas que padecen una NGM. Esto marca la importancia de la busqueda de nuevos
tratamientos, enfocados a la modulacion de blancos moleculares, con una accidon
predominante en la estabilizacion o regresion de la enfermedad metéstasica. Existe una
tendencia creciente hacia la incorporacion de nuevos compuestos selectivos combinados a los

tratamientos convencionales con el objetivo de incrementar la SG.
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No existe unanimidad, ni informacion, respecto al tratamiento a realizar en perras con
metastasis de NGM, por lo que en condiciones practicas, generalmente, no se realiza
tratamiento alguno. Como se menci6 anteriormente, la presencia de RH es ampliamente
conocida en NGM primarias caninas (41, 101-110), no obstante, no existe informacién de la

presencia RH en las metéstasis de esta especie.

Los competidores de los RP como el onapristone (ZK 98.299), el mifepristone (RU 486) y el
ZK 112.993 demostraron ser potentes inhibidores de los tumores mamarios y sus metastasis
en roedores (120-122) y en lineas celulares humanas (120). También los antiprogestagenos se
han utilizado en pacientes humanos con metastasis de tumores mamarios con resultados
favorables. Un estudio con mifepristone demostr6 regresion parcial o estabilizacion de las
metastasis en un 53 % de las mujeres afectadas (124). Otros outores también evidenciaron
estabilizacion de la enfermedad en la mujer (124-127). No existen, en la hembra canina,
estudios similares usando antiprogestagenos por lo que el objetivo del presente ensayo clinico
piloto fué evaluar el efecto del antiprogestageno, aglepristone, sobre la regresion tumoral y la

SG, en perras con tumores mamarios en estadio V.

Objetivo especifico IV

Describir el efecto de DDAVP en el tiempo de SLE y SG en perras con tumores mamarios en

estadios III o IV y con diferentes grados histologicos de malignidad, tratadas quirtirgicamente.
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Hipotesis

La DDAVP aumenta el tiempo de SLE y SG en perras con tumores mamarios estadios IIl y

IV y con diferentes grados histologicos de malignidad, tratadas quirurgicamente.

El tratamiento de eleccion para las NGM es la escision quirdrgica, aunque la cirugia sola no
ofrece una cura definitiva en los estadios clinicos avanzados o neoplasias agresivas. El efecto
de la quimioterapia postoperatoria es actualmente incierto en el cancer de mama canino, y su

efecto sobre la supervivencia no ha sido documentada claramente (89,135-137).

Los candidatos para la terapia adyuvante son animales con NGM localmente avanzadas,
incluidos los tumores primarios de mas de 5 cm de didmetro méximo sin compromiso
ganglionar (estadio clinico III), y tumores de cualquier tamafio con afectacion ganglionar
(estadio clinico 1V) (70). Los animales con céanceres agresivos, diagnosticados por un alto
grado histoldgico, son también buenos candidatos para tratamiento adyuvante. En este
sentido, la clasificacion histologica de carcinomas mamarios caninos esta estrechamente
relacionada con el prondstico, y su uso sistematico parece ser Util para sugerir una adecuada

terapia adyuvante (80).

Previamente, en un estudio piloto hemos demostrado, que la desmopresina (1-deamino-8-D-
arginina vasopresina, DDAVP) puede prolongar la supervivencia en perras con cancer
mamario cuando se administra en forma perioperatoria durante la extirpacion quirurgica del

tumor primario (138). Anteriormente, también se demostr6 que DDAVP puede inhibir las
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metastasis a los ganglios linfaticos y al pulmén, en un modelo murino de cancer de mama
(139,140). La DDAVP, es un péptido sintético con propiedades hemostaticas que se ha
utilizado en seres humanos y en caninos con diabetes insipida y enfermedad de von
Willebrand, principalmente (133,134,141). La DDAVP es un agente hemostatico seguro y
eficaz, para su uso durante la cirugia en pacientes con trastornos hemorragicos. Este
compuesto aumenta los niveles plasmaticos de factor VIII de la coagulacién, factor de von

Willebrand (FVW) y del activador del plasminogeno tisular (142,143).

Teniendo en cuenta las propiedades antimetastaticas de DDAVP sobre NGM caninas, en
nuestro anterior estudio piloto, y sus bien conocidos efectos sobre la hemostasia, este
compuesto podria ser un excelente candidato como adyuvante durante la intervencion
quirtrgica, en canceres mamarios agresivos en pequefios animales. El objetivo del presente
capitulo, fue estudiar el efecto de DDAVP perioperatoria y su relacion con el grado

histologico de los tumores en perras con carcinomas mamarios localmente agresivos.
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MATERIALES Y METODOS

Objetivo 1

Animales
El estudio se realiz6 en una poblacion de 51 perras mestizas y de raza, de 8 y 15 afiosy de 5 a
40 kilos, enteras que fueron atendidas durante los afios 2005 y 2008 (Fotografias 1-3) con

neoplasias mamarias malignas (biopsia diferida) en estadios I, II, III o IV (70).

Fotografia 1: Tumor de mama tnico de 16 cm de diametro, estadio clinico III, antes de la

mastectomia.
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Fotografia 2: Tumor de mama tnico de 13 cm de didmetro, estadio clinico VI, antes de la

mastectomia.

Fotografia 3: Tumores de mama multiples en estadio clinico III, antes de la mastectomia. El

tumor de mayor tamafio presentaba de 7 cm de didametro.

Mastectomia

Las perras se premedicaron con sulfato de atropina (0,045 mg/kg sc), maleato de
acepromazina (0,03mg/kg sc) y butorfanol 0,2 mg/kg, im). La anestesia se indujo con
tiopental sédico (8 mg/kg, iv) en todos los animales. Luego de la intubacion endotraqueal, la

anestesia se mantuvo con halotano y oxigeno, por medio de un circuito cerrado. Los tumores
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fueron escindidos quirurgicamente mediante mastectomia de las glandulas afectadas.
También se eliminaron las mamas ipsilaterales craneal y caudal respecto a la mama afectada.
Los ganglios linfaticos fueron escindidos cuando a la palpacion denotaban adenomegalia (85,

144).

Estudio histopatolégico

En cada hembra se eligié un fragmento representativo del tumor. Se fijo en formol al 10 % en
buffer fosfato salino (PBS), luego se embebid en parafina, secciond cada 5 um y tid con
hematoxilina y eosina utilizando los procedimientos de rutina. En los casos que los animales
portaban tumores multiples, fue registrada la lesion con mayor grado de malignidad. La
graduacion histolégica fue realizada de acuerdo al método de Nottingham (11,17,79,80,82,
89,145-146). El diagnostico histopatoldgico se realizd de acuerdo a la clasificacion

histopatologica de Misdorp (78).

Determinacion de receptores hormonales

Para la determinacion de receptores hormonales, se analiz6 la muestra con mayores
caracteristicas histologicas de malignidad de cada animal. Como controles positivos se
utilizaron cortes histologicos de glandula mamaria canina, ovario, utero y placenta. Se
desparafinaron los tejidos dejando las secciones histoldgicas por 30 minutos en xilol. La
hidratacion del tejido se realizo por pasajes sucesivos en alcoholes de graduacion decreciente,
100° (dos pasajes), 96°, 80° 50° 40°. Luego se lavaron 3 veces en agua destilada. La
actividad de la peroxidasa enddgena fue inhibida con solucion de peroxido de hidrégeno/agua
al 10% por 20 minutos. Luego se lavaron nuevamente 3 veces con PBS. El bloqueo de la

adherencia inespecifica se realizdo mediante la incubacion con suero fetal bovino al 10% en
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PBS durante 60 minutos. La incubacion se realizd a temperatura ambiente y en camara
himeda a 4°C (Tropical FVG 12 P, Eslabon de Lujo, Whirlpool, Argentina). Luego se
incubd con el anticuerpo primario correspondiente en cada caso, a una diluciéon 1/100 (MC-
20, Santa Cruz Biotechnology, Inc. Santa Cruz CA., USA. para RE alfa; Y-19, Santa Cruz
Biotechnology, Inc. Santa Cruz CA., USA. para RE beta; C-20 Santa Cruz Biotechnology,
Inc. Santa Cruz CA., USA). Tras 24 horas de incubacion, se realizaron tres lavados con PBS.
Se incubd con el anticuerpo secundario correspondiente, diluido 1/100 durante 1 hora a
temperatura ambiente (Anti-rabbit BA-1000, Vector Laboratorios, INC., Bullingame, CA,
USA para MC-20 y C-20; anti-goat 81-1640, Zymed, San Francisco, CA, USA para Y-19). A
los controles negativos se los incubo con PBS. Se lavo nuevamente 3 veces con PBS. Se
incubd con el complejo avidina biotina conjugado a peroxidasa durante 30 minutos en camara
himeda y a temperatura ambiente (Vectastain ABC Kit, Vector Laboratorios, INC.,
Bullingame, CA, USA). Se realizaron luego los ultimos 3 lavados con PBS. Para el revelado
se utilizd una solucion de 3-3’diaminobencidina (DAB Img/mL) y perdxido de hidrogeno,
bajo control microscopico.

El contraste de los preparados se realizd con hematoxilina al 50%. Para la coloracion se
utilizd6 un tiempo estdndar de 20 segundos aproximadamente, y luego la hematoxilina fue
virada en agua corriente. La deshidratacion de los tejidos, para su posterior montaje, se
realizd con pasajes por alcoholes crecientes y xilol. Para el montado de las secciones se
utiliz6 balsamo de Canada. Se contaron de 8 a 10 campos representativos a 100. Se calculd el
porcentaje contando los nucleos positivos (marrones) y negativos de aproximadamente mil
células neoplasicas. La valoracion de la marcacion nuclear de RE y RP, fue solamente

restringida a las células tumorales epiteliales, pero no a las mioepiteliales 0 mesenquimaticas.
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Se consider6 positivo todo corte con > 20 % para cada uno de los receptores (Fotografias 4-

11).

Fotografia 4: Tincion inmunohistoquimica de una muestra positiva de un tumor mamario
maligno con anticuerpo MC-20 (RE-a). Flecha pequefia: tinciéon nuclear débil, flecha
mediana: tincion nuclear moderada, flecha grande: muestra un grupo de 5-6 células con

tincion nuclear fuerte (20 x).

Fotografia 5: Tinciéon inmunohistoquimica de una muestra de un tumor mamario maligno

con anticuerpo MC-20 (RE-a) usado como control negativo (20 x).
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Fotografia 6: Tincion inmunohistoquimica de una muestra positiva de un tumor mamario

maligno con anticuerpo Y-19 (RE-B). Las flechas pequenas indican tincion del estroma (20

X).

Fotografia 7: Tincion inmunohistoquimica de una muestra de un tumor mamario maligno

con anticuerpo Y-19 (RE-B) usado como control negativo (20 x).



26

Fotografia 8: Tincion inmunohistoquimica de una muestra positiva de un tumor mamario
maligno con anticuerpo Y-19 (RE-B). Flechas pequefias: muestran tincion del estroma a
mayor aumento (respecto a la fotografia 6), flecha mediana: tincién nuclear moderada, flecha

grande: muestra 2 células con tincidon nuclear fuerte positivas (20 x).

Fotografia 9: Tincion inmunohistoquimica de una muestra positiva de un tumor mamario
maligno con anticuerpo Y-19 (RE-B). Flecha blanca: no se observa tincion nuclear, flechas
pequenas: muestran tincion del estroma a mayor aumento (respecto a la fotografia 8), flecha

mediana: tincion nuclear moderada, flecha grande: tincion nuclear fuerte positivas (40 x).
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Fotografia 10: Tincién inmunohistoquimica de una muestra positiva de un tumor mamario
maligno con anticuerpo C-20 (RP). Flecha blanca: no se observa tincion nuclear, flecha

mediana: tincidon nuclear moderada, flecha grande: tincion nuclear fuerte positivas (40 x).

Fotografia 11: Tincidon inmunohistoquimica de una muestra de un tumor mamario maligno

con anticuerpo C-20 (RP) usado como control negativo (40 x).

Anélisis estadistico
Se contabiliz6 el porcentaje de células tumorales positivas para cada uno de los receptores
(RE-a, RE-B y de RP) en los distintos estadios clinicos (I, II, II, IV). Se consider6 positivo

para cada uno de los receptores todo corte > 20 % de células tumorales positivas (147, 148).
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Se realizd una estadistica descriptiva con los animales positivos para cada uno de los

receptores en los distintos estadios clinicos (Graph Pad Instat.Inc, 2000).

Objetivo 1T

Animales

Se incluyeron en este estudio 21 perras mestizas y de diferentes razas, enteras, de 8 y 15 afios
y 5 a40 kg, que presentaron NGM malignas (biopsia diferida) en un estadio clinico IIT (70)
durante los afios 2005-2006. Las metastasis pulmonares se descartaron mediante radiografias
de torax, latero-lateral derecho e izquierdo, y ventro-dorsal. Los propietarios firmaron un

consentimiento para la realizacion de este protocolo terapéutico.

Mastectomia

Igual metodologia de objetivo .

Estudio histopatol6gico

Igual metodologia de objetivo .

Determinacion de receptores hormonales por inmunohistoquimica

Igual metodologia objetivo I, con la Unica excepcion que se utilizaron como anticuerpos
primarios solo para la determinacién de RP. Estos fueron C-20 (Santa Cruz Biotechnology,
Inc. Santa Cruz, CA) para reconocimiento de ambas isoformas de RP (A y B), Ab-6

(NeoMarkers, Inc. Fremont, CA) con especificidad para el reconocimiento de la isoforma B
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de RP y Ab-7 (NeoMarkers, Inc. Fremont, CA) con mayor especificidad para el

reconocimiento de la isoforma A de RP.

Protocolo terapéutico

Las hembras fueron ubicadas aleatoriamente en uno de los siguientes tratamientos:

o Aglespristone (Alizine®, Virbac, Francia) 10 mg/kg (concentracién: 30 mg/ml) via
subcutanea inmediatamente después de la cirugia y entonces semanalmente durante 3
semanas. Posteriormente, se aplicd el mismo protocolo al comienzo de cada estro
comportamental y colpocitologico durante 18 meses (AGLE; n=11).

e Placebo correspondiente volumen (0,33 cc/kg) de vehiculo por via subcutdnea en un

mismo esquema de administraciéon (PLCB; n = 10).

Seguimiento

Las perras se evaluaron clinicamente y por radiograficas cada 3 meses durante un total de 18
meses. La evaluacion consistio en la observacion del estado general de salud, la palpacion de
la herida quirargica, los ganglios linfaticos regionales, las mamas y los tejidos adyacentes. El
diagnoéstico de metéstasis pulmonares se realizd mediante radiografias del torax latero-lateral

derecho e izquierdo, y ventro-dorsal.

Andlisis estadistico

Se realizd una estadistica descriptiva (media = SD) para la positividad de expresion de los RP
con los distintos anticuerpos. También se reportd la simultaneidad de expresion a los

distintos anticuerpos.
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La SLE y la SG, fueron definidas como el tiempo trascurrido desde la primera cirugia a la
recidiva (local, regional o distante) o hasta la muerte del animal, respectivamente. En el
analisis de SLE, los animales fueron estadisticamente censurados si al tiempo del cierre de la
compilacion de datos, el tumor no recidivaba o las metéstasis no eran detectadas. En el
analisis de SG, los animales fueron estadisticamente censurados, si al tiempo del cierre de la
compilacion de datos estos permanecian vivos. Ambas curvas de supervivencia se estimaron
utilizando el método de Kaplan-Meier (149) y los grupos PLCB vs. AGLE y AGLE positivo
RP (AGLE + RP) vs. AGLE negativo RP (AGLE - RP) con los distintos anticuerpos se
compararon por log-rank test mediante el software Graph Pad Prism (Graph Pad Software,

Inc., USA)

Para verificar la comparabilidad de los tratamientos entre los grupos previo a los tratamientos,
el tamano de los tumores, estadio clinico y grado histologico fueron evaluados por el test de
Kruskal-Wallis para variables continuas y por el test de Fisher para variables categoricas
usando el mismo software. También, la influencia de esas variables sobre la SLE y SG,
fueron analizadas mediante un analisis multivariado de regresion logistica. El nivel de

significancia se fijo en todos los casos en p 0,05.

Objetivo 111

Animales

Se incluyeron en este estudio 20 perras mestizas o de diferentes razas, enteras, de 8 y 15 afios

y 5 a 40 kg en estadio clinico V (70), que presentaban signos radioldgicos de metastasis
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pulmonares (66) durante los afios 2005-2008 (Fotografias 12- 22). Se registr6 el nimero y
tamafio de cada una de las masas mamarias. Los propietarios firmaron consentimiento para la

realizacion de este protocolo terapéutico.

Fotografia 12: Radiografia de térax normal en posicion latero-lateral derecha.

Fotografia 13: Radiografia de torax en posicion latero-lateral derecha, con metastasis

pulmonares con un patrén de diseminacion miliar, antes de entrar en protocolo.
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Fotografia 14: Radiografia de torax en posicion latero-lateral derecha, con metastasis
pulmonares con un patron de diseminacién nodular y efusion pleural, antes de entrar en

protocolo.

Fotografia 15: Radiografia de torax en posicion latero-lateral derecha, con metastasis

pulmonares con un patrén de diseminacion nodular, antes de entrar en protocolo.
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Fotografia 16: Radiografia de torax en posicion latero-lateral derecha, con metastasis
pulmonares con un patron de diseminacion nodular y efusion pleural, antes de entrar en

protocolo.

Fotografia 17: Radiografia de torax en posicion latero-lateral derecha, con metastasis

pulmonares con un patrén de diseminacion nodular, antes de entrar en protocolo.
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Fotografia 18: Mismo animal de la fotografia 6 luego de 15 dias de tratamiento con
aglepristone. Se observan metastasis pulmonares con un patréon de diseminacion nodular

(flecha). Indicio de enfermedad progresiva.

Fotografia 19: Radiografia de torax en posicion latero-lateral derecha, con metastasis
pulmonares, con un patrén de diseminacion nodular “a suelta de globos”, antes de entrar en

protocolo.
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Fotografia 20: Mismo animal de la fotografia 8 luego de 15 dias de tratamiento con placebo.
Se observan metastasis pulmonares con un patrén de diseminacion nodular “a suelta de

globos”. La enfermedad se mantiene estable respecto a la fotografia 8.

Fotografia 21: Radiografia de torax en posicion latero-lateral derecha, con metastasis
pulmonares con un patréon de diseminacion nodular “a suelta de globos”, antes de entrar en

protocolo.
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Fotografia 22: Mismo animal de Fotografia 10 luego de 50 dias de tratamiento con
aglepristone. Persisten las metastasis pulmonares con patrén de diseminacion nodular. Indice

de enfermedad progresiva.

Estudios radioldgicos

Las metastasis pulmonares de los tumores mamarios fueron diagnosticadas mediante estudios
radiologicos con tiempo de exposicion de 10 MA/s en 4 centésimas de segundo y ajustando la
penetracion (KV) de acuerdo al caso (Siemens Heliophos-4® de 240 M/A — 125 K/V; Berlin,
Alemania). Los animales fueron evaluados previo al estudio con, al menos, una radiografia
toracica al final de la inspiracion en posicion latero lateral izquierda y derecha. En los
pacientes que fuera posible (escasa o nula disnea) se realizdo una incidencia ventrodorsal
(150). Cada una de las masas pulmonares radiodensas fueron registradas y medidas antes y

durante el estudio (150).

Para evaluar una respuesta objetiva, en algunos casos, fue estimada la carga tumoral total
(metastasis + tumores primarios) (150). La interpretacion radiografica incluyo la medicion

cuantitativa de los nédulos en numero y volumen (V = 4/3 m.r’) (151).
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Protocolo terapéutico

Las perras fueron ubicadas aleatoriamente en uno de los siguientes tratamientos:

o Aglespristone (Alizine®, Virbac, Francia): 10 mg/kg (concentracion: 30 mg/ml), via
subcutanea, cada 24 horas durante 10 dias, continuando con la misma dosis
semanalmente hasta la muerte del animal (AGLE; n = 10).

e Placebo: correspondiente volumen (0,33 cc/kg) de vehiculo via subcutanea con igual

régimen de administracion (PLCB; n = 10).

Seguimiento

Las hembras se evaluaron clinicamente en busqueda de recurrencia local y/o regional y
tamafos de los tumores primarios cada 7 dias, o mas frecuentemente, si aparecian cambios
clinicos o radiologicos. Los examenes radiograficos se realizaron cada 14 dias como
intervalo maximo, o mas frecuentemente, si aparecian cambios clinicos.

El criterio para medir la respuesta al tratamiento fue: remision completa (resolucion total de
toda evidencia clinica o radiografica), remision parcial y libre de progresion (reduccion > 50
% del volumen tumoral y sin lesiones nuevas), enfermedad estable (reduccion del volumen
tumoral inicial < 50 % o incremento de la carga < 25 %) o enfermedad progresiva

(incremento del volumen tumoral > 25 % o aparicion de lesiones nuevas; 150).

Analisis estadistico
La curva de sobrevida probable se estimé mediante el método de Kaplan-Meier (149) y la
comparacion de los grupos por el log-rank test. La respuesta al tratamiento fue evaluada por

Chi* (GraphPad InStat). El nivel de significancia se fij6 en p 0,05.
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Objetivo IV

Animales

En este estudio fueron incluidas 32 perras, mestizas o de diferentes razas, enteras, de 5-13
afos y de 4 a 55 kg, con adenocarcinomas mamarios (biopsia diferida) en estadios clinicos I1I
y IV (70). Las metastasis pulmonares se descartaron mediante radiografias de torax. Los

propietarios firmaron su consentimiento para la realizacion de este protocolo terapéutico.

Protocolo terapéutico
Las perras se ubicaron aleatoriamente en uno de los siguientes grupos, a los que se les

administro:

e Desmopresina (Biogénesis-Bago, Bs As, Argentina) 1 pg/kg (concentracion: 5 pg/ml)
via endovenosa en solucion salina 30 minutos antes y 24 hs después de la cirugia
(DDAVP, n=21)

e Placebo: correspondiente volumen (0,2 ml/kg) de vehiculo via endovenosa con igual

régimen de administracion (PLCB; n=11).

Mastectomia

Igual metodologia de objetivo .

Estudio histopatoldgico

Igual metodologia de objetivo .
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Seguimiento

Las hembras se evaluaron clinicamente y por radiografias de térax menos durante 12 meses
posteriores a la intervencion quirurgica. La evaluacion fue trimestral y consistio en la
observacion del estado general de la salud del animal, la palpacion de la herida quirargica, los
ganglios linfaticos regionales y también mamas y tejidos adyacentes. EIl diagndstico de

metastasis pulmonares se realizéo mediante radiografias del torax.

Analisis estadistico

Igual metodologia de objetivo II.
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RESULTADOS

Objetivo I:

El conteo del porcentaje de células tumorales positivas para RE-a, RE- y RP fue de 19/51,
32/51 y 12/51, respectivamente (Figura 1). La presencia simultanea de RE (a y B) y RP
ocurrié solamente en una perra (en estadio III). La presencia de RE-a y RP ocurrié en 3
hembras (en estadio III). La presencia de RE-f y RP ocurrié en 7 perras (1 en estadio I, 2 en
IT'y 4 en estadio IIT). Ambos RE aparecieron en 11 hembras (1 en estadio I, 8 en Il y 2 en

IV) (Anexo 1).

‘I:I% de animales positivos Bl % de animales negativos

100+

80

60+

40+

20+

RE-a RE-B RP

Figura 1: Porcentaje de animales con tumores malignos que resultaron positivos a la

presencia de los distintos receptores hormonales.



41

De los 51 casos estudiados 7, 6, 28, y 10 fueron clasificados como en estadio clinico I, I, Il y

IV, respectivamente (Figura 2).

Porcentaje de animales en cada estadio clinico

v !

\-/

i
54%

Figura 2: Porcentaje de los distintos estadios clinicos (I, II, IIl y IV) en 51 caninos hembras

con tumores mamarios malignos.

Cuando se estudiaron los casos en estadio clinico I exclusivamente 1/7, 3/7 y 1/7 resultaron
positivos a RE-a, RE-f y RP, respectivamente (Figura 3). La media = SEM del porcentaje de
receptores que presentaron estos tumores fue de 60+0; 75+6,6 y 75+0 para RE-o, RE-fy

RP, respectivamente.
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0% de animales positivos Bl % de animales negativos

100+
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60+

40+
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Figura 3: Porcentaje de perras con tumores malignos en estadio clinico I que resultaron

positivos a la presencia de los distintos receptores hormonales.

En los casos en estadio clinico II exclusivamente 0/6, 4/6 y 2/6 resultaron positivos a RE-a,
RE-B y RP, respectivamente (Figura 4). La media + SEM del porcentaje de receptores que
presentaron estos tumores fue de 0+0; 53,8+12,5 y 48,5£26,5 para RE-0, RE-} y RP,

respectivamente.



43

0% de animales positivos Bl % de animales negativos
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RE-a RE-B RP

Figura 4: Porcentaje de hembras caninas con tumores malignos en estadio clinico II que

resultaron positivos a la presencia de los distintos receptores hormonales.

Cuando se describieron las hembras en estadio clinico III exclusivamente 14/28, 19/28 y
7/28 resultaron positivos a los receptores para RE-a, RE-f y RP, respectivamente (Figura 5).
La media £+ SEM del porcentaje de receptores que presentaron estos tumores fue de 46,3+5,9;

57,1+6,3 y 43,6£8,6 para RE-0, RE-f y RP, respectivamente.
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0% de animales positivos B % de animales negativos

RE-a RE-B RP

Figura 5: Porcentaje de perras con tumores malignos en estadio clinico III que resultaron

positivos a la presencia de los distintos receptores hormonales

Tres de 10, 4/10 y 1/10 de las perras en estadio clinico IV resultaron positivas a RE-a, RE-3
y RP, respectivamente (Figura 6). La media £ SEM del porcentaje de receptores que
presentaron estos tumores fue de 37,449,2; 63+15,5 y 60+0 para RE-a, RE-f y RP,

respectivamente.
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O % de animales positivos B % de animales negativos

Figura 6: Porcentaje de hembras caninas con tumores malignos en estadio clinico IV que

resultaron positivos a la presencia de los distintos receptores hormonales.

Objetivo IT

Los resultados de estadistica descriptiva para la positividad o no de expresion de RP
progesterona con los distintos anticuerpos esta representada en la Figura 7 y Fotografias 23-
31. En el grupo PLCB la presencia simultanea de receptores positivos a (C-20 y Ab-6), (C-20
y Ab-7) y (Ab-6 y Ab-7) fue de 2, 3 y 3 de los 10 casos, respectivamente. La
inmunomarcacion con los 3 anticuerpos ocurrié en 2 casos. La media £ SEM del porcentaje
de receptores que presentaron estas neoplasias fueron de 64+12,2; 57,5+10,3 y 44+£8,4 para
RP (C-20), RP (Ab-6) y RP (Ab-7) respectivamente. En el grupo AGLE la presencia
simultanea de RP (C-20 y Ab-6), (C-20 y Ab-7) y (Ab-6 y Ab-7) fue de 3, 5y 2 de los 11
casos, respectivamente. La presencia simultanea de la inmunomarcacioén positiva con los 3

anticuerpos se produjo en solo en 1 caso. La media £ SEM del porcentaje de receptores que
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presentaron estas neoplasias fueron de 41,3+6,9; 42+10 y 60,4+5,3 para RP (C-20), RP (Ab-

6) y RP (Ab-7) respectivamente.

Ambos grupos de animales tuvieron una similar distribucion de las edad, peso, cantidad de
tumores, tamafio del tumor mayor, patréon y grado histopatoloégico de diferenciacion y
positividad a receptores (p > 0,05). El andlisis multivariado de regresion logistica reveld que
ninguna de las variables analizadas, influenciaba significativamente en el tiempo de SLE y

SG.

0% de animales positivos B % de animales negativos

120
100 -
80 -
60 -
40 -
20 -

61,9
52,4 38

RP (C-20) RP (Ab-6) RP (Ab-7)

Figura 7: Proporcion de positividad de receptores de progesterona para diferentes anticuerpos

en 51 perras con neoplasia mamaria maligna estadio clinico III.
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Fotografia 23: Tincién inmunohistoquimica de una muestra positiva de un tumor mamario
maligno con anticuerpo C-20, correspondiente a un animal del grupo placebo. Flecha blanca:
no se observa tincion nuclear, flecha pequeia: tincion nuclear débil, flecha mediana: tincion

nuclear moderada, flecha grande: tincién nuclear fuerte (40 x).

Fotografia 24: Tincién inmunohistoquimica de una muestra positiva de un tumor mamario
maligno con anticuerpo C-20, correspondiente a un animal tratado con aglepristone. Flecha
blanca: no se observa tincion nuclear, flecha pequena: tincion nuclear débil, flecha mediana:

tincion nuclear moderada, flecha grande: tincion nuclear fuerte (40 x).
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Fotografia 25: Tincion inmunohistoquimica de una muestra negativa de un tumor mamario

maligno con anticuerpo C-20 (40 x).

Fotografia 26: Tincién inmunohistoquimica de una muestra positiva de un tumor mamario
maligno con anticuerpo Ab-6, correspondiente a un animal del grupo placebo. Se observa una

tincion nuclear fuerte en todas las células marcadas (40 x).
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Fotografia 27: Tincién inmunohistoquimica de una muestra positiva de un tumor mamario
maligno con anticuerpo Ab-6, correspondiente a un animal tratado con aglepristone. Flecha
pequeiia: tincion nuclear débil, flecha mediana: tinciéon nuclear moderada, flecha grande:

tincion nuclear fuerte (40 x).

Fotografia 28: Tincion inmunohistoquimica de una muestra negativa de un tumor mamario

maligno con anticuerpo Ab-6 (40 x).
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Fotografia 29: Tincion inmunohistoquimica de una muestra positiva de un tumor mamario

maligno con anticuerpo Ab-7, correspondiente a un animal placebo. Se observa una tincién

nuclear moderada a fuerte en todas las células marcadas (40 x).

’.»‘1_,"\ ~
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Fotografia 30: Tincion inmunohistoquimica de una muestra positiva de un tumor mamario
maligno con anticuerpo Ab-7, correspondiente a un animal tratado con aglepristone. Flecha

blanca: no se observa tincion nuclear, flecha pequefia: tincion nuclear débil, flecha mediana:

tincion nuclear moderada, flecha grande: tincidon nuclear fuerte (40 x).



51

Fotografia 31: Tincion inmunohistoquimica de una muestra negativa de un tumor mamario

maligno con anticuerpo Ab-7, (40 x).

No se detectaron diferencias entre el grupo PLCB y AGLE para las SLE (p 0,1) ni SG (p 0,2;
Figura 8). Siete y 3 de las perras de los grupos PLCB y AGLE y tuvieron recidiva
locoregional o metastasis mientras que 6 y 2, de los mismos grupos, murieron dentro del

periodo de estudio.
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Figura 8: Curvas de Kaplan-Meier de probabilidades de sobrevida libre de enfermedad (A) y
sobrevida general (B) en perras con neoplasia mamaria maligna estadio clinico III tratadas
con aglepristone (AGLE, n = 11) o con placebo (PLCB, n = 10). Las barras verticales

representan los animales estadisticamente censurados.

De igual manera, no se encontraron diferencias significativas entre los grupos para estas

variables cuando se analizaron los casos positivos y negativos con los anticuerpos C-20, Ab6
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y Ab7 (Figuras 9-11). Finalmente, cuando se compararon los casos positivos con los
negativos del grupo AGLE con los distintos anticuerpos, tampoco se encontraron diferencias
significativas, salvo en 7 animales negativos al Ab-6 que tuvieron una SG mas prolongada.
La Tabla 2 resume en forma individual para cada animal (toda la informacion). En ninguno
de los casos se detectaron efectos colaterales locales ni sistémicos relacionados con los

tratamientos.

Sobrevida libre de enfermedad A
§ 1004~ —— AGLE C-20 +
S i --J-- PLCB C-20 +
= i TER |
§ -8 i' """" ]
29 : p>0,1
s 50 '
o (]
7] 1
()
e
2
c 1 1 1 1 1 1
(] 250 500 750 1000 1250 1500
Dias
Sobrevida General B
© 100 -1 —l—AGLE C-20 +
o : --1-- PLCB C-20 +
g H w11 |
g — :
8 : p>0,1
! H)
05) 50 |
g L oo J
X
0

) ) ) ) ) 1
0 250 500 750 1000 1250 1500
Dias

Figura 9 (referencia al final de la figura).
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Figura 9: Curva de Kaplan-Meier de probabilidades de sobrevida libre de enfermedad (A) y
sobrevida general (B) en perras con neoplasia mamaria maligna estadio clinico III con
expresion de receptores de progesterona evidenciado con anticuerpo C-20 tratadas con
aglepristone (AGLE C-20 +; n = 8) o placebo C-20 (PLCB C-20, n = 3). Curvas de Kaplan-

Meier de probabilidades de sobrevida libre de enfermedad (A”) y sobrevida general (B") de



55

perras tratadas de la misma manera y negativas al receptor de progesterona con C-20 (AGLE

C-20 -; n = 3) o placebo (PLCB C-20 -; n = 7). Las barras verticales representan a los

animales estadisticamente censurados.
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Figura 10: Curva de Kaplan-Meier de probabilidades de sobrevida libre de enfermedad (A) y
sobrevida general (B) en perras con neoplasia mamaria maligna estadio clinico III con
expresion de receptores de progesterona evidenciado con anticuerpo Ab-6 tratadas con
aglepristone (AGLE Ab-6 +; n = 4) o placebo (PLCB Ab-6 +; n = 4). Curvas de Kaplan-
Meier de probabilidades de sobrevida libre de enfermedad (A") y sobrevida general (B") de

perras tratadas de la misma manera y negativas al receptor con Ab-6 (AGLE Ab-6 -;n=7) o



placebo (PLCB Ab-6 -; n 6).

estadisticamente censurados.
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Figura 11: Curva de Kaplan-Meier de probabilidades de sobrevida libre de enfermedad (A) y
sobrevida general (B) en perras con neoplasia mamaria maligna estadio clinico III con
expresion de receptores de progesterona evidenciado con anticuerpo Ab-7 tratadas con
aglepristone (AGLE Ab-7 +; n = 7) o placebo (PLCB Ab-7 +; n = 6). Curvas de Kaplan-
Meier de probabilidades de sobrevida libre de enfermedad (A") y sobrevida general (B") de

perras tratadas de la misma manera y negativas al receptor con Ab-7 (AGLE Ab-7-;n=4)o0



placebo (PLCB Ab-7 -; n = 4). Las barras verticales representan a los animales

estadisticamente censurados.

Tabla 2 (referencia al final de la tabla).



AGLE 1 No No No 570 No 570 20

AGLE 3 No No No 1126 No 1126 20 5 50

AGLE 5 No No No 536 No 536 25 0 43

AGLE 7 No No No 558 No 558 50 5 80

AGLE 9 No No No 658 No 658 15
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AGLE 11 No No No 541 No 541 0 3 15

Tabla 2: Evolucion clinicas y expresion de receptores de progesterona con distintos
anticuerpos en perras con neoplasia mamaria maligna estadio clinico III tratadas con

aglepristone (AGLE, n=11) o con placebo (PLCB, n = 10).

Objetivo 111

Antes de comenzar el protocolo, en ambos grupos de animales se encontrd una similar
distribucion de los casos respecto a la edad, peso de los animales, carga tumoral en los
pulmones, dispersion de los nédulos, presencia o ausencia de efusion pleural, presencia de un
tumor primario en alguna mama (p = 1). El andlisis multivariado de regresion logistica revelo
que ninguna de las variables analizadas influenci6 sobre el tiempo de sobrevida general (p =
0,9).

El andlisis de Kaplan-Meier indicé que el tratamiento con aglepristone no extendi6 la mediana
del tiempo de SG (13 dias vs. 14,5 dias, p = 0,8; Figura 12), para el grupo AGLE y PLCB
respectivamente. En ambos grupos 7/10 animales evolucionaron con enfermedad progresiva
y 3/10 con enfermedad estable (p = 1). Solo una paciente del grupo AGLE tuvo una remision
parcial en el primer control del protocolo para luego evolucionar a enfermedad progresiva

como el resto de los animales.
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Figura 12: Curva de Kaplan-Meier de probabilidades de sobrevida general de perras tumores
mamarios malignos con metastasis pulmonares tratadas con aglepristone (AGLE, n = 10) o

con placebo (PLCB, n = 10).

Objetivo 1V

Como era de esperar, el tipo tumoral diagnosticado mas frecuentemente fue el carcinoma
simple.  Otros tipos de variantes diagnosticadas, incluyen a carcinomas complejos,
carcinomas de células escamosas, carcinosarcoma y carcinomas anaplasicos. En ambos
grupos de tratamiento, no se observaron diferencias significativas respecto a la edad, peso del
animal, nimero y tamafno lesiones neoplasicas, estadio clinico ni caracteristicas

histopatologicas de los carcinomas mamarios (Tabla 3).
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Grupo PLCB Grupo DDAVP
(n=10) (n=18)
Edad (aios)* 10 (7 -13) 10 (5-13)
Peso del animal (kg)* 32 (15-55) 22 (4-45)
Numero de tumores por 2(1-7) 2(1-17)
animal®
Diametro mayor del tumor 7(5-37) 6(5-13)
(em)*
Estadio Clinico
Estadio I11 8/10 (80%) 16/18 (89%)
Estadio IV 2/10 (20%) 2/18 (11%)
Tipo histopatologico
Carcinoma simple 7/10 (70%) 15/18 (83%)
Otros carcinomas 3/10 (30%) 3/18 (17%)
Grado Histologico
Grado I 3/10 (30%) 3/18 (17%)
Grado II 5/10 (50%) 7/18 (39%)
Grado I11 2/10 (20%) 8/18 (44%)

Tabla 3: Caracteristicas clinicas e histologicas de 28 casos de NGM localmente avanzadas
tratadas o no en forma perioperatoria con DDAVP.

A .
Los datos son expresados como media.
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Los diferentes grados histoldgicos estuvieron representados en ambos grupos, aunque los
moderadamente diferenciados (grado II) fueron los tumores mas frecuentes en el grupo PLCB
y los pobremente diferenciados (grado III) fueron los tumores mas frecuentes en el grupo de
DDAVP. Las Fotografia 32 muestra imagenes representativas de los diferentes grados

histologicos.
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Fotografia 32: Caracteristicas histopatoldgicas de carcinomas mamarios caninos. A, bien
diferenciado (grado I); B, moderadamente diferenciado (grado II); C, pobremente

diferenciado (grado III). Magnificacion original X400.
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Cuatro casos fueron diagnosticados como lesiones no carcinomatosas, incluyendo dos
pacientes con osteosarcomas, y uno con un tumor mixto benigno en el grupo DDAVP y un
paciente con hiperplasia lobular y adenosis en el grupo placebo, y por tanto, fueron excluidos
del estudio. El andlisis multivariado de regresion logistica reveld que ninguna de las variables

analizadas influyo significativamente en el tiempo de SLE y SG.

En los pacientes tratados con DDAVP se observé una disminucion de la hemorragia
intraoperatoria, y algunos animales también mostraron una mejora de la cicatrizacion de la
herida quirurgica. Como era de esperar, en este estudio, DDAVP fue bien tolerado en las

dosis empleadas y no fueron documentados efectos tdxicos clinicos en ninguno de los casos.

Independientemente del grado histologico, 5 (28%) y 8 (80%) de los pacientes DDAVP y del
grupo placebo, respectivamente, presentaron recaidas, ya sea local o metastasis pulmonares
durante el periodo estudiado. El analisis de Kaplan-Meier indic6 que la DDAVP tuvo un
efecto positivo sobre la mediana del tiempo de SLE (DDAVP: 608 dias vs. placebo: 88 dias, p
<0,001). Tres (17%) y ocho (80%) pacientes de los mismos grupos murieron en el periodo de
estudio. EIl analisis estadistico demostré también una diferencia significativa en la mediana
del tiempo de SG entre ambos grupos (DDAVP: 809 dias vs. placebo: 237 dias, p <0,01). Los
resultados estan de acuerdo con los anteriores datos de nuestro estudio piloto en perras con

NGM con tumores malignos en distintos tipos histopatologicos (138).

Se observo una clara relacion, entre el grado histolégico de los carcinomas y la supervivencia,
lo que indicaria que los tumores bien diferenciados (grado I) tienen un mejor prondstico,

confirmando lo publicado por Karayannopoulou y col., 2005 (80). La mayoria de perras con
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carcinomas grado II o III que recibieron una solucion placebo como tratamiento, presentaron
una recaida en los primeros 100-200 dias posteriores a la cirugia. El tiempo de SLE y el
tiempo de SG se relaciono significativamente con el grado histoldgico en los animales del
grupo placebo (Figura 13). El tratamiento perioperatorio DDAVP prolongd
significativamente el periodo de SLE (Figura 14) y el tiempo de SG (Figura 15) en las perras
con carcinomas de grado I o III. Si bien ningin animal tratado con DDAVP, mostro6 recaidas
entre los portadores de neoplasias de grado I, no se observaron diferencias significativas en la
SLE y SG, entre DDAVP y PLCB en estos casos con un mejor pronostico per se. Se
encontrados diferencias significativas en los animales DDAVP que presentaban una NGM
con moderado o alto grados histoldgico, ya que los PLCB presentaron recaidas locales o
metastasis a pulmén y muerte mas rapidamente durante el periodo de estudio, respecto a los

animales tratados con DDAVP.



68

A

—— Grado |
— —=Grado ll
----- Grado il

| p < 0,05

L
I

Probabilidades de
sobrevida %

I I I I
0 250 500 750 1000

Tiempo de sobrevida libre de
enfermedad (dias)

B

100.1 —— Grado |
— —Grado Il
----- Grado Il

I._l'

>0 p < 0,01

1
I
|

Probabilidades de
sobrevida %
I
I
—_—J

I I I L}
0 250 500 750 1000
Tiempo de sobrevida general (dias)

Figura 13: Curvas de Kaplan-Meier, de acuerdo al grado histologico de los tumores, de
probabilidades de tiempo de sobrevida libre de enfermedad (A) y de sobrevida general (B) de

animales placebo con carcinomas localmente avanzadas.
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Figura 14 (referencia al final de la figura).
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Figura 14: Curvas de Kaplan-Meier, de acuerdo al grado histologico de tumores, de

probabilidades de tiempo de sobrevida libre de enfermedad de animales tratados con DDAVP

o placebos con carcinomas localmente avanzados.
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Figura 15: Curvas de Kaplan-Meier, de acuerdo al grado histologico de los tumores, de
probabilidades de tiempo de sobrevida general de animales tratados con DDAVP o placebos

con carcinomas localmente avanzados.
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DISCUSION

Objetivo I:

En linea con reportes previos, mas de la mitad de caninos portadores de tumores mamarios
malignos expresaron RE y/o RP (41,104,105,109). Este hallazgo justificaria la investigacion
de agonistas o antagonistas (segin el blanco molecular al cual iria dirigida la terapia), con

actividad adyuvante o neoadjuvante para esta enfermedad.

Un hallazgo adicional digno de ser destacado es que mas de la mitad de las pacientes que
fueron traidas a la consulta se encontraban en estadio clinico III y una muy menor proporcion
de casos llegaron en estadios menores (I, IT) o muy avanzados (IV). Los estadios [ y II, suelen
tener una SLE y una SG prolongada luego de tratamiento quirdrgico. Por su parte, los
pacientes avanzados en estadio IV, tendrian menores SLE y SG aun recibiendo una terapia
adyuvante. Esto identifica, al estadio clinico III, como grupo prioritario para la incorporacion

de nuevas propuestas antihormonales a fin de prolongar la SLE y SG.

Llama particularmente la atencion la elevada expresion de RE-B en los todos los estadios. Si
bien no hay unanimidad respecto a la funcionalidad de RE-f en el cancer mamario humano ni
canino, prevalecen los trabajos que demuestran que RE-B tendria un papel positivo con
respecto al pronoéstico de la enfermedad (104,152,154). Actualmente, drogas con actividad

agonista estan siendo estudiados para este blanco molecular con expectativas de modular su
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proliferacién en la glandula mamaria, especialmente en estrategias de quimioprevencion

(genisteina, TAS-108) (155,156).

En base a los resultados obtenidos en este trabajo preliminar se concluye que los RE-a, RE-$3

y RP estan expresados en los cuatro estadios clinicos de pacientes con NGM malignas

caninas.

Objetivo 11

En este estudio, se han usado exclusivamente pacientes oncologicos candidatos para terapia
adyuvante, es decir con neoplasias malignas de mas de 3 cm, compromiso ganglionar, e
invasion vascular a la histopatologia (estadio clinico III; 77). En medicina humana, el uso de
antiestrégenos en carcinomas mamarios con receptores de estrogenos positivos es rutinario.
Sin embargo, en la perra los antiestrogénos, como se menciond anteriormente, tienen un
efecto agonista sobre el aparato genital que limita severamente su uso (157), no existiendo en

la hembra canina, estudios similares usando antiprogestagenos.

Sin dudas el hallazgo mas alentador de este trabajo resulta ser alto porcentaje de expresion de
RP en las neoplasias malignas aqui estudiadas. Esto, alienta indefectiblemente la realizacion
de estudios de terapéuticas orientadas a estos blancos moleculares. Como contrapartida, en
este estudio y con este numero de animales, no se pudo dilucidar si el aglepristone tuvo un
efecto benéfico en la enfermedad oncoldgica mamaria. Tampoco fue posible, a través de la

descripcion de las isoformas del RP, vislumbrar su efecto molecular. Se observd, solamente,
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una sobrevida general mas prolongada en 7 animales tratados con aglepristone con menor
expresion de la isoforma B de RP, lo que tendria un efecto favorable per se pero que no se

relacionaria con el tratamiento.

En relacion a los resultados obtenidos, planecamos seguir trabajando en la tematica a fin de
ampliar nuestro aporte antihormonal a la terapia adyuvante de las neoplasias mamarias
malignas en la especie. Conociendo las dificultades de estas terapias selectivas seria
interesante probar el aglepristone en estadios clinicos mas bajos de la enfermedad. Otra
estrategia terapéutica a investigar seria la utilizacion de los antiprogestagenos en combinacion
a quimioterapia convencional, a dosis bajas y/o por periodos mdas prolongados, como

complemento final de los ciclos de citotoxicos para contener la enfermedad residual.

Objetivo 111

Con el numero de animales aqui estudiados, este protocolo de aglepristone en el tratamiento
de las metéstasis de tumores de mama caninos no resulté efectivo. A pesar que uno de los
animales del grupo aglepristone, presentd en el primer examen remision parcial, no se logrd

observar beneficio en las siguientes observaciones.

En los tumores primarios, y especialmente en las metéstasis, predominan varias vias de
sefializacion celular (158-159) que gobiernan la progresion del tumor hacia la muerte del
animal (160-161). Muchas veces al bloquear una de esas vias, el tumor puede compensar

rapidamente esa via por otra igual, o mas efectiva y continuar su progresion (162-165).
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Dada la dificultad operativa, para obtener muestras de metastasis antes y después del
tratamiento, no podemos adjudicar una verdadera falla al aglepristone, debido a que no
conocemos la inmunoexpresion de RP en las metastasis de los animales estudiados. Tampoco
conocemos la distribucién de las isoformas predominantes y proteinas co-reguladoras, las

cuales influencian fuertemente la respuesta al tratamiento.

Teniendo en cuenta que algunos casos tenian una marcada efusion pleural y edema pulmonar,
podria ser posible que la droga no haya podido llegar al lugar adecuado donde tendria que
producir su efecto.

Ademas, muchas drogas quimioterdpicas manifiestan su accion produciendo cavitaciones
dentro de los nodulos metastaticos. Este efecto positivo, es raramente visible por técnicas de
radiologia convencional, por lo que se requiere la utilizacién de resonancia magnetica nuclear

o tomografia computada por emision de positrones.

Conociendo los efectos positivos que demostraron algunos estudios de NGM con metastasis
tratadas con antiprogestagenos en otras especies (122,124-126), no descartamos que otro
esquema de tratamiento pueda tener algun efecto beneficioso en las hembras caninas. Por lo
expuesto, los resultados de este estudio preliminar no deberian frenar la continuacion de la
exploracion del efecto de los bloqueantes de receptores hormonales en la NGM con

metastasis.
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Objetivo IV

El presente trabajo confirma el efecto perioperatorio beneficioso de DDAVP, sobre el tiempo
de SLE y el tiempo de SG en perras con NGM localmente avanzado, corroborando nuestros
resultados en un estudio piloto anterior (138). Este compuesto fué¢ administrado como
adyuvante quirurgico, en una dosis hemostatica, a razén de 1 pg/kg (143,133). En animales
con NGM, la DDAVP parece ser segura en la dosis utilizada, y se obtuvieron efectos

antitumorales sin manifestacion clinica ni hematoldgica de toxicidad.

Anteriores estudios experimentales en un modelo murino, han demostrado que la
manipulacion de un carcinoma de mama agresivo, es un factor pertinente para el aumento de
la probabilidad de diseminacién locorregional y distante de las células malignas. En este
modelo, la administracion perioperatoria de DDAVP disminuy6 significativamente el nimero
de metastasis pulmonares luego de la manipulacion (140). La aplicacion de DDAVP en NGM
parece mejorar la hemostasia perioperatoria y pueden contribuir a una rapida encapsulacion
de tejido tumoral residual, lo que limita la extravasacion de células metastasicas (139). Es
sabido que la inyeccion intravenosa de DDAVP induce una rapida liberacion de diversos
multimeros de FVW de las células endoteliales microvasculares, alcanzando niveles maximos
a unos 60 minutos y una vida media plasmatica de 8-10 hs (142,143). Un trabajo publicado
por Terraube y col. (166), demostrdé que el FVW desempefia una funcion protectora en la
diseminacion de células tumorales hacia el pulmon, en un modelo murino. El FVW podria
participar en la interaccion entre las células tumorales con el subendotelio, y parece
obstaculizar la reduccion de metéstasis, sostenida por la adhesion o la supervivencia de las

células malignas en la microvasculatura en el o6rgano diana. En este sentido, por via
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intravenosa DDAVP impedido la agregacion de células de carcinoma mamario, por lo tanto la

reduccion de la eficiencia del proceso metastatico (139).

Ademas, la DDAVP es un agonista selectivo del receptor de membrana V2 de vasopresina,
que se expresa en las células endoteliales y también en algunas variantes tumorales, incluido
el cancer de mama (167). Anteriormente, se habia informado acerca de un efecto
antiproliferativo leve de DDAVP, en una linea tumoral de carcinoma mamario (168-170).
Esta accion es probable que sea mediada por los receptores V2 de sefalizacion e implica la
activacion de la adenilato ciclasa, seguida por la elevacion del cAMP intracelular (168).
También otros autores demostraron que la vasopresina, hormona natural, puede inhibir en
altas concentraciones el crecimiento in vitro de la linea celular MCF-7 de carcinoma mamario

humano (170).

El prondstico estuvo significativamente relacionado con el grado histologico de carcinomas
mamarios caninos, especialmente en los casos de carcinoma simple (70). Los ajustes en el
método de analisis histopatologico de carcinomas mamarios propuestos por Elston y Ellis
(79), proporcionan informacion prondstica de gran alcance. Este método se basa en la
medicion de tres parametros histoldgicos (formacion tubular, pleomorfismo nuclear e indice
mitotico), reduciendo de esta forma los problemas de coherencia y reproducibilidad a un
minimo. En el presente estudio, el tratamiento adyuvante perioperatorio con DDAVP
prolongé el tiempo de SLE y el tiempo de SG en perras con NGM moderadamente o
pobremente diferenciados (grado II o III, respectivamente), mientras que el efecto no fue
significativo en perras con un mejor prondstico, o sea aquellas con carcinomas bien

diferenciados (grado I).  Estas observaciones indican en particular, que DDAVP
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perioperatoria puede proporcionar un efecto beneficioso en pacientes con enfermedad

agresiva, con alto riesgo de recurrencia y/o metastasis.

Se concluye que el uso rutinario del péptido DDAVP, con efectos hemostaticos y
antitumorales, deberia ser util para minimizar la propagacion o la supervivencia de las células
malignas residuales, durante la cirugia de perras con tumores mamarios localmente
avanzados. Nuestros resultados indican que esta terapia perioperatoria podria prolongar el
tiempo de SLE y el tiempo de SG, en particular en perras con carcinomas mamarios de alto
grado. En el futuro se necesitaran ensayos en gran escala, para confirmar el rol de DDAVP

como un adyuvante quirargico seguro en el manejo de los diferentes canceres so6lidos.
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CONCLUSIONES FINALES

e La técnica de inmunohistoquimica con los anticuerpos MC-20, Y-19, Ab-6, Ab-7, es
de utilidad para la determinacion de RE y RP en NGM de la hembra canina, asi como

también de sus diferentes isoformas.

e Los RE-a, RE-B y RP estan expresados en los estadios clinicos I, II, IIl y IV de
animales con NGM malignas, justificando el estudio de diferentes terapias dirigidas a

estos blancos moleculares.

e Uno de los hallazgos méas alentadores de este trabajo resulta ser el alto porcentaje de
expresion de RP en las neoplasias mamarias malignas, no obstante, con el nimero de
animales que aqui se trabajo no fue posible dilucidar si el agleristone tuvo un efecto

benéfico y quedan pendientes mayor numero de trabajos al respecto.

e La investigacion y conocimiento de la expresion de RH en los diferentes estadios
clinicos aportan un verdadero valor que servird de base para el continuo estudio de
drogas disponibles en el mercado veterinario, asi como para el desarrollo de otras

novedosas dirigidas a esos blancos moleculares.

e Previamente, habiamos demostrado, que la DDAVP, podia prolongar el tiempo de
SLE y SG en perras con cancer mamario cuando se administra en forma perioperatoria

durante la extirpacion quirrgica del tumor primario. El presente trabajo confirma
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nuestros resultados previos con respecto al efecto perioperatorio beneficioso de
DDAVP sobre la SLE y SG en perras con NGM localmente avanzadas.
Adicionalmente, aqui se comprobo6 que la efectividad del tratamiento y el prondstico

estan relacionados con la graduacion histologica del carcinoma.

DDAVP es segura a la dosis utilizada, presenta la ventaja de ser un protocolo sencillo
de aplicar en la clinica diaria de pequefios animales. No tiene potenciales efectos
nocivos para el profesional actuante, ni para el medio ambiente. Si bien no hay
muchos estudios en medicina veterinaria respecto al uso de drogas quimioterapicas en
NGM, DDAVP podria tener similares SLE y SG al observado con este tipo de drogas,
y sin efectos colaterales. Su costo es considerablemente menor a los protocolos
quimioterapicos. Sin embargo, existe la posibilidad futura de llevar a cabo estudios en
forma conjunta entre drogas quimioterapicas y DDAVP, para evaluar su potencial

efecto adyuvante en forma concomitante respecto a sus protocolos clasicos.

Este Trabajo de Tesis demuestra como nuevas terapias contra el cancer, amplian los
tratamientos convencionales o generan conocimientos de la biologia celular y
molecular. Esta informacion podria ser aprovechada para la investigacion de nuevas
drogas o esquemas de tratamiento, para esta grave enfermedad que afecta a caninos

domésticos.
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ANEXO I: Resultados del conteo de receptores hormonales en las muestras de tumores

mamarios caninos del objetivo I

Estadio
Animal RE-a (%) RE-B (%) RP (%) clinico

1 0 15 0 I

2 0 70 1,5 I

3 60 67 0 I

4 0 88 75 I

5 2,56 0 0 I

6 0 15,65 0 I

7 0 18 0 |

8 0 50 75 I
9 0 35 0 1I
10 20 0 7 1I
11 0 90 22 11
12 0 40 0 11
13 10 5 15 11
14 60,92 40 1,42 I
15 0 23 0 111
16 0 70 0 111
17 52,15 42 1 111
18 32 2 0 111
19 64,24 0 0,33 11
20 0 10 0 11
21 27,14 95 3,2 I
22 5 75 3 I
23 83,27 90 0 111
24 3 95 0 111
25 0 95 0 111
26 82 15 8 111
27 78 0,7 I
28 45,93 55 0 I
29 0 13 0 I
30 0 83 20 I
31 65 0 40 111
32 20 6 80 111
33 0 28 0 111
34 25 25 0 111
35 0 60 20 11
36 0 45 0 11
37 20 9 5 I
38 0 40 30 I
39 0 3 65 111
40 30 20 50 111
41 40 25 0 111
42 0 35 0 v
43 30,75 0 0,5 v
44 55,49 92 5,09 v
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