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RESUMEN

Antecedentes y Objetivos: Aplicar un panel de anticuerpos (anti -receptor de progesterona, -receptor de estrogenos, -receptor del factor
de crecimiento epidérmico humano 2 y -citoqueratina 14) utilizando métodos inmunohistoquimicos en tumores mamarios de pequefios
animales para analizar su clasificacion en subtipos moleculares y su asociacion con la invasion, el grado y el tipo histoldgico de las neo-
plasias. Material y Métodos: Muestras de tumores mamarios malignos, 10 de la especie canina y 3 de la felina. Control positivo interno:
glandula mamaria no tumoral adyacente a las neoplasias. Resultados: El 23% (3/13) de los tumores fueron del subtipo luminal B, el 23%
(3/13) fueron HER?2 positivos, el 46% (6/13) fueron basales y el 7,6% (1/13) no se pudieron clasificar porque no expresaron ninguno de
los marcadores tumorales analizados. Ningun caso fue del subtipo luminal A. Los 6 tumores basales fueron de grado IT o 11 y presenta-
ban o infiltracidn de solo el estroma o también invasion vascular. Dos tercios de los tumores HER2 positivos presentaban infiltracion del
estroma y 1/2 tumores resulto ser de grado I1. Los tumores luminal B, 2/3 fueron de grado II o II1. Todos los controles internos fueron
positivos. No se encontraron diferencias significativas en la distribucidén de los subtipos moleculares entre los diferentes grupos de las
variables invasion (p-valor=0,26), ni grado de malignidad (p-valor=0,42). Si hubo diferencias en el limite de la significacion estadistica
en la distribucion de los subtipos moleculares entre los diferentes grupos de la variable tipo histologico (p=0,08). Conclusiones: La apli-
cacion del panel de anticuerpos ha permitido descubrir 4 (luminal B, HER2, basal y sin clasificar) de los 5 subtipos moleculares posibles.

PALABRAS CLAVE: Receptor. Subtipo molecular. Método inmunohistoquimico.

Classification in molecular subtypes of breast tumors of small animals through immunohistochemical methods

SUMMARY: Antecedents and objectives: to apply an antibodies panel (anti-progesterone receptor -estrogen receptor, -human epi-
dermal growth factor receptor 2 and cytokeratin 14) using immunohistochemical methods in mammary tumors of small animals to
classify them in molecular subtypes and their association with the invasion, grade and histological type of the malignancies. Material
and Methods: samples of malignant mammary tumors, 10 from canine species and 3 from feline ones. Internal positive control: non-
tumoral mammary gland adjacent to the malignancy. Results: 23% (3/13) of the tumors were of the luminal B subtype, 23% (3/13)
were HER2 positive, 46% (6/13) were basal types and 7,6% (1/13) were unclassifiable because they did not express any of the tested
tumor markers. None of the cases belonged to the luminal A subtype. The 6 basal tumors were grade II or III and presented only
stromal infiltration or vascular invasion as well. Two thirds of the HER2 positive tumors presented stromal infiltration and half the
tumors were grade II. Two thirds of luminal B tumors were grade II or III. All internal controls were positive. There were no signifi-
cant differences in the distribution of the molecular subtypes among the different groups of the invasion (p-value=0.26) and malig-
nancy grade variables (p-value=0.42). There were differences of borderline statistical significance in the distribution of the molecular
subtypes among the different groups of the histological type variable (p-value=0.08). Conclusions: the application of the antibodies
panel has allowed to find 4 (luminal B, HER2, basal and unclassified) out of 5 possible molecular subtypes.

KEY WORDS: Receptor. Molecular subtype. Immunohistochemical method.

INTRODUCCION

En las glandulas mamarias normales de las especies humana,
canina y felina, los conductos y alveolos estan rodeados por dos
capas de células, una interna o luminal de células secretoras y
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otra externa claramente diferente, pegada a la membrana basal,
denominada capa basal/mioepitelial. En estas especies, las célu-
las epiteliales luminales se caracterizan por la expresion de cito-
queratinas (CK, en adelante) luminales de bajo peso molecular,
que incluyen CK8, CK18, CK19 y CK7'4. La capa externa de
células esta formada por células que expresan de forma variable
citoqueratinas basales de alto peso molecular como CKS5, CK®6,
C14 y CK17 junto a otros marcadores como actina de musculo
liso, calponina, vimentina y p63*°.

Durante la transformacion celular y el desarrollo tumo-
ral, la mayoria de los marcadores de diferenciacion especificos
parece que se conservan'®!!, Esta propiedad hace posible que
estas proteinas se usen como marcadores tumorales para los
tumores mamarios de la especie humana y de los carnivoros
domésticos.
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Las caracteristicas epidemiologicas, clinicas y morfoldgicas
de los tumores de mama son diferentes en las hembras de las
especies domésticas canina y felina.

La edad de presentacion de los tumores mamarios en la espe-
cie canina estd comprendida entre los 10 y los 11 aflos. La tasa de
incidencia por 100.000 individuos es de 111 por afio!?. La mitad
de los tumores mamarios en la perra son malignos y los tipos
que predominan son carcinoma simple, carcinoma anaplasico,
sarcoma y carcinosarcoma'?. No existe predisposicion racial,
aunque en algunos trabajos se citan razas como Caniche, Spaniel
breton, Setter inglés, Pointer, Fox terrier, Boston terrier, Cocker
spaniel y Lhasa apso.

Los tumores de mama en la especie felina se presentan entre
los 10 y los 14 afios de edad. Su incidencia por 100.000 hembras
no castradas es de 31,8 por afio'*. Entre el 80 y el 96 % de los tu-
mores mamarios son malignos y el tipo mas frecuente es el ade-
nocarcinomal”. La raza siamesa parece tener un mayor riesgo.

El cancer de mama en la especie humana se considera una
enfermedad heterogénea, y se clasifica mediante un perfil de
expresion génica en dos tipos segtin la presencia o ausencia de
receptores hormonales (estrogenos y/o progesterona). Dentro de
cada tipo, a su vez, se han establecido diferentes subtipos, dos
para los positivos a receptores hormonales (luminal A y luminal
B) y tres para los negativos a receptores hormonales (el que ex-
presa el receptor 2 del factor de crecimiento epidérmico humano
o HER2W, el basal y el no clasificado)!®!7.

Estudios posteriores han demostrado que estos subtipos se
conservan a lo largo de diferentes series de pacientes y de plata-
formas de chips genéticos®, y que los factores de prediccion del
resultado clinico de las pacientes basados en la expresion de dife-
rentes genes siguen probablemente un mismo grupo de subtipos
biolodgicos, ya que coinciden de forma significativa'® !,

Por otro lado, se han propuesto también paneles de anticuerpos
con técnicas inmunohistoquimicas que podrian usarse en lugar del
perfil de expresion génica para identificar los grupos moleculares.

El coste y la complejidad de los perfiles de expresion genética
hacen impracticable su uso en laboratorios equipados para tests
diagnosticos de rutina. Sin embargo, alguno de los paneles inmuno-
histoquimicos propuestos podrian identificar los grupos basados en
tipos moleculares y clasificarlos siguiendo un diagrama de flujo®.

Los paneles contienen al menos anticuerpos anti-receptor de
estrogenos (RE, en adelante), anti-receptor de progesterona (RP,
en adelante), anti-HER?2 y anti-citoqueratinas basales (CK5/6 y
CK/14)*122,

Los RE y RP estan presentes de forma natural en el tejido
mamario, persisten en lesiones benignas de tipo displasico, hi-
perplasico o neoplasico benigno, pero disminuyen en densidad o
desaparecen en neoplasias malignas. EI RE alfa se expresa en los
tejidos de la mama (células epiteliales de alveolos y conductos),
utero y vagina. El RP se expresa también en células epiteliales al-
veolares y ductales de la mama, en endometrio, epitelio cervical
y en células lisas miometriales.

(M El receptor 2 del factor de crecimiento epidérmico aparece en la literatu-
ra cientifica bajo diferentes denominaciones, como HER2, c-ERB-2, neu,
ERB-B2. Este estudio usa el acronimo HER2.

@ Un ADN array (también denominado ADN micro-array, ADN chip, oli-
gonucleotide array o gene chip). Busquets X y Agusti AGN. Chip genético
(ADN array): el futuro ya esta aqui. Arch Bronconeumol 2001; 37: 394-396.
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Figura 1. Diagrama de flujo de clasificacion en subtipos molecula-
res utilizando anticuerpos y técnicas inmunoquimicas.

El HER2 es un protooncogen que codifica un receptor tiro-
sin-quinasa, concretamente una glicoproteina transmembranosa
similar al receptor del factor de crecimiento epidérmico cono-
cido como proteina HER2, que ha sido descrito en diferentes
tumores y animales. EIl HER2 se expresa en adenocarcinomas
de diferentes localizaciones, incluyendo ovario, tracto gastro-
intestinal y mama. También se expresa en carcinomas de células
transicionales de vias urinarias.

Los tumores de mama basales se caracterizan por la pérdida
de la expresiéon de RE, RP y HER2 y por la expresion de cito-
queratinas 5/6 y 14, mientras que el subtipo luminal se caracteri-
za por la expresion de RE o RP, y se puede dividir en luminal A
o luminal B dependiendo de la ausencia o presencia de expresion
de HER2. La negatividad para los marcadores luminales, la po-
sitividad o negatividad para los marcadores basales y la positi-
vidad a HER2 caracteriza al grupo que sobreexpresa HER220-22,

Los tumores de mama en pequenos animales, se consideran
un modelo espontaneo del cancer de mama de la especie huma-
na®?* basandose frecuentemente en las caracteristicas histomor-
fologicas, pero respecto a la perra, existen algunas diferencias en-
tre los tumores de las dos especies que deberian tenerse en cuenta
a la hora de hacer comparaciones. La proliferacion de células
mioepiteliales es un hallazgo frecuente en los patrones denomi-
nados mixtos y complejos, pero no es una caracteristica frecuente
del cancer de mama humano?-%. Ademas, es frecuente la presen-
cia de tumores multiples en la primera presentacion clinica en
el caso de tumores de mama en la especie canina, pero no en la
humana®*?’, Por lo tanto, la clasificacion en grupos moleculares,
recientemente adoptada para el cancer de mama en la especie hu-
mana, parece ser una mejor herramienta que las caracteristicas
morfologicas para establecer similitudes entre los dos modelos.

En Veterinaria, tres recientes investigaciones?*3 han tratado
de aplicar a los carcinomas mamarios caninos paneles de an-
ticuerpos similares con técnicas inmunohistoquimicas pero la
existencia de todos los subtipos inmunohistoquimicos encon-
trados en los tumores de mama en la especie humana y la di-
versidad en su comportamiento bioldgico no ha sido probada
hasta la fecha. Los perros con tumores luminales, que son nor-
malmente de bajo grado y bajo indice de proliferacion, tienen
un buen prondstico con un intervalo largo libre de enfermedad y
supervivencia. Cuando este perfil inmunohistoquimico se pierde,
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los tumores muestran caracteristicas histologicas agresivas y se
acortan el intervalo libre de enfermedad y la supervivencia pos-
quirurgica. Sin embargo, existen datos contradictorios respecto
a los tumores HER?2 positivos y sobre la definicion y compor-
tamiento bioldgico de los basales. Los investigadores usan dife-
rentes paneles para marcadores basales y establecen diferentes
criterios para definir qué constituye positividad, lo que puede
explicar las discrepancias entre los resultados?®3.

La expresion inmunohistoquimica de RE en los tumores
mamarios caninos varia segin los autores entre el 50,6%°% y el
66%7%. El tamoxifeno, bloquea la accion de los estrégenos que
estimulan el desarrollo de las células tumorales, y se utiliza como
terapia complementaria en el tratamiento de los canceres que
expresan receptores de estrégenos en la especie humana.

La expresion inmunohistoquimica de RP en los tumores ma-
marios caninos varia también seglin los mismos autores entre el
66% y el 71,9%73'. Los tumores malignos que expresan RP pre-
sentan supervivencias significativamente mas largas, sobre todo
cuando existe positividad combinada para RE y RP3.

En la especie humana, la sobreexpresion de HER2 se rela-
ciona con caracteristicas clinicopatologicas mas agresivas y sen-
sibilidad a quimioterapia especifica (trastuzumab, Herceptin®)
en cancer de mama?34. Para la sobreexpresion del HER?2 en los
tumores mamarios caninos, los resultados de diferentes estudios
son contradictorios, pero varian del 18-35%3%3¢. Otro estudio en-
contré un porcentaje del 17,6%%. Para los tumores de mama en
la gata la sobreexpresion de HER2 varia del 36% al 90%3%-4. En
otro estudio diferente se obtuvo un porcentaje de sobreexpresion
en carcinomas de gata del 40%*'. La alteracién del protooncogen
se ha descrito en los tumores de mama de gatas®*+0y perras®-7+
la mayoria a nivel de proteina. Los carcinomas de mama en la
gata con sobreexpresion de HER2 tienen caracteristicas indicati-
vas de gran malignidad que incluyen gran tamafo, grado histo-
logico alto y ausencia de receptores hormonales*!#3.

Los tumores mamarios caninos y felinos constituyen un mode-
lo animal espontaneo del cancer de mama en la especie humana.

La clasificacion del cancer de mama de la especie humana
basada en subtipos moleculares es una herramienta mas util que
las caracteristicas morfologicas de los tumores para establecer
similitudes entre los dos modelos.

Objetivos
Con este trabajo se pretende aplicar un panel de anticuerpos
(anti -RP, -RE, -HER2 y -CK14) utilizando métodos inmuno-
histoquimicos en tumores mamarios de pequefios animales para
analizar su clasificacion en subtipos moleculares y su asociacioén
con la invasion, el grado y el tipo histologico de las neoplasias.
MATERIAL Y METODOS
Sujetos de estudio, periodo de estudio y origen de las muestras
Para la realizacion de este estudio se han utilizado 13 mues-

tras de tumores mamarios malignos, 10 de la especie canina y 3
de la felina.
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Las razas caninas de los casos han sido Cocker spaniel, Pas-
tor aleman, Caniche y Setter irlandés, mientras que so6lo ha habi-
do una raza felina, Comun europeo.

Las edades de las perras han estado comprendidas entre 7-11
afios y la de las gatas entre 7-9 afios.

Los casos clinicos corresponden a los remitidos al Servicio de
Microbiologia, Higiene y Sanidad Ambiental durante el primer
semestre de 2012 y los procedentes del archivo del servicio entre
2006-2011.

El diagnostico histologico y la valoracion de la invasion, el gra-
do y tipo histologico se han realizado en el Centro Militar de Ve-
terinaria de la Defensa (CEMILVETDEF, Madrid), mientras que
las técnicas inmunohistoquimicas, la valoracion de sus resultados y
un segundo diagnostico histoldgico por otro patdlogo experimen-
tado se realizaron en el Departamento de Anatomia y Anatomia
Patologica Comparadas-Facultad de Veterinaria de Cérdoba.

Se han realizado 5 secciones seriadas por muestra.

Como control positivo para las técnicas inmuohistoquimicas
se ha utilizado la expresion de los marcadores analizados en la
glandula mamaria no tumoral adyacente a las neoplasias (con-
trol positivo interno).

Métodos
Procesamiento de las muestras

En primer lugar, las muestras han sido procesadas para su tin-
cién con hematoxilina y eosina. En segundo lugar, se han realiza-
do las técnicas inmunohistoquimicas que se describen a continua-
cién para cada uno de los anticuerpos usados en el estudio. Para
ello se han seguido el seminario de técnicas inmunohistoquimicas
impartido en el Centro Militar de Veterinaria de la Defensa* y el
protocolo utilizado por el Departamento de Anatomia y Anato-
mia Comparadas de la Facultad de Veterinaria de Cordoba.

Realizacion del diagnéstico histologico de los casos

La actual clasificacion histoldgica internacional de tumores
de mama de los animales domésticos es la publicada por la Orga-
nizacion Mundial de la Salud en 1999% y es la que se ha seguido
en este estudio.

Valoracion de las variables invasion (estadio), grado
de malignidad y tipo histolégico

Para la valoracion de la variable invasion (estadio) se han adop-
tado los criterios de los autores Gilbertson y cols., 1983%; para ana-
lizar el grado de malignidad los de Lagadic M, Estrada M, 1990,
en la especie canina, y los de Castagnaro y cols., 19984, en la felina;
y para determinar el tipo histolégico los de Misdorp y cols., 1999%.

Valoracion del porcentaje de casos positivos con cada uno
de los marcadores tumorales utilizados

Los RE y RP tienen un patron de expresion nuclear y se con-
sideran positivos lo casos con un porcentaje de células positivas
mayor o igual al 5% (Millanta y cols., 2005)*. E1 HER?2 tiene un
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patron de expresion de membrana citoplasmatica y el umbral
de positividad se situa en el 10% de las células (Millanta y cols.,
2005)*. Finalmente la CK 14 tiene un patrén de expresion cito-
plasmatico y se consideran positivos lo casos con un porcentaje
de células positivas mayor o igual al 1% (Kim y cols., 2006)>'.

Relacion entre los subtipos moleculares obtenidos mediante
métodos inmunohistoquimicos y las variables invasion (estadio),
grado de malignidad y tipo histolégico

Para ver si existen diferencias significativas en la distribucion
de los subtipos moleculares en cada uno de los grupos de las
variables invasion, grado de malignidad y tipo histologico se ha
utilizado el test de X? de Pearson mediante programa estadistico
STATA v.11.0. Intervalo de confianza del 95%.

RESULTADOS

La clasificacion histologica de los tumores analizados fue la
siguiente: 6 carcinomas simples de tipo solido (4 de perra'y 2 de
gata), 3 carcinomas simples de tipo tubulopapilar (perra), 1 tu-
mor mixto maligno (perra), 1 carcinoma en adenoma (perra), 1
fibroadenoma atipico (gata) y un carcinoma simple tipo anapla-
sico (perra). A continuacion aparecen microfotografias en HE
de algunos de los tumores malignos diagnosticados. Ver figura 2.

La valoracion del estadio de los tumores reveld la existencia
de 1 carcinoma no infiltrante (gata), 9 tumores que invadian el
estroma (7 de perra y 2 de gata) y 3 que ademas de invadir el
estroma presentaban invasion vascular en forma de émbolos de
células tumorales en los vasos (perra). Respecto a la valoracioén
del grado de malignidad, 2 tumores fueron de grado I (1 de perra
y 1 de gata), 6 de grado I1 (4 de perray 2 de gata) y 4 de grado I11
(perra). En uno de ellos no procedia establecer el grado puesto
que era un carcinoma anaplasico (perra). En la valoracion del
tipo histoldgico 10 tumores fueron de tipo simple (8 de perra 'y 2
de gata), 1 de tipo complejo o mixto (perra) y 2 fueron de otros
tipos distintos a los dos anteriores (1 de perra y 1 de gata).

En la figura 3 se muestra un ejemplo de la valoracion de la
variable invasion (estadio). Se observa la presencia de émbolos
de células tumorales en los vasos, indicativo de que este tumor
estd en el estadio 2 o de invasion vascular. La figura 4 es un ejem-
plo de valoracion de la variable grado de malignidad. Se observa
como las células tumorales forma timulos ocasionalmente, el
grado de anisocariosis es intensa y el nimero de mitosis en este
campo de 400 aumentos es, por lo menos, de 4.

Segtin los criterios de clasificacion respecto a la presencia o
no de receptores hormonales, es decir, de RE y RP, 3/13 de los
tumores expresaron RE y RP (2 de perra y 1 de gata) mientras
que 10/13 fueron negativos (8 de perra y 2 de gata).

En cuanto a los resultados respecto a los criterios para es-
tablecer los subtipos moleculares, el 23% (3/13) de los tumores
fueron del subtipo luminal B (2 de perra y 1 de gata), el 23%
(3/13) fueron HER?2 positivos (2 de perra y 1 de gata), el 46%
(6/13) fueron del subtipo basal (5 de perra y 1 de gata) y el 7,6%
(1/13) no se pudieron clasificar porque no expresaron ninguno de
los marcadores tumorales analizados (perra). Ningun caso fue
del subtipo luminal A.

Figura 2. (a) Gata. Carcinoma sélido. HE x200. (b) Perra. Car-

cinoma en adenoma. HE x100. (¢) Gata. Fibroadenoma atipico.
HE x100. (d) Perra. Carcinoma anaplasico. HE x100. (e) Perra.
Carcinoma solido. HE x200. (f) Perra. Carcinoma tubulopapilar.
HE x200. (g) Perra. Tumor Mixto Maligno. HE x100. (h) Perra.
Carcinoma tubulopapilar. HE x200.

R A D N s

Figura 3. Invasion vascular. Perra. Carcinoma solido. HE x200.
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Figura 4. Perra. Carcinoma tubulopapilar. Grado II1. Diferencia-
cion tubular (asteriscos) y mitosis (flechas) HE x200.

Los controles internos fueron positivos para todos los mar-
cadores moleculares.

De los 6 tumores clasificados como basales todos fueron
de grado histologico II o III. Por otro lado, todos los tumores
basales presentaban o infiltracion de solo el estroma o también
invasion vascular. Dos tercios de los tumores clasificados como
HER?2 positivos presentaban infiltracion del estroma y uno de
los 2 tumores en los que era posible valorar el grado de maligni-
dad resulto ser de grado II. En cuanto al subtipo luminal B 2/3
eran de grado I1 o III y 1/3 de grado I. Ver tabla 1.

No se encontraron diferencias significativas en la distribucion de
los subtipos moleculares entre los diferentes grupos de la variable
invasion (p-valor=0,26). Tampoco se observaron diferencias signi-
ficativas en la distribucion de los subtipos moleculares entre los di-
ferentes grupos de la variable grado de malignidad (p-valor=0,42).
Por el contrario, si hubo diferencias en el limite de la significacion
estadistica en la distribucion de los subtipos moleculares entre los di-
ferentes grupos de la variable tipo histolégico (p=0,08). Ver tabla 2.

DISCUSION

En este estudio la mayoria de los tumores, 8 de perra 'y 2 de
gata, (10/13) resultaron ser negativos a los receptores hormona-

FAh o k] fs' P ¥
Figura 5. (a) Expresion de RE. Control interno (flechas). ABC
x100. (b) Expresion positiva al receptor de estrégenos. Zona tu-
moral (flechas). ABC x200. (¢) Expresion positiva al receptor de
progesterona. Zona tumoral (flechas). ABC x100. (d) Expresion
positiva a HER2. Zona tumoral. ABC x200 (Insercion X400).
(e) Expresion positiva a HER2. Zona tumoral (flechas). ABC
x400. (f) Expresion positiva a CK14. Zona tumoral (flechas).
ABC x200.

les, estrogenos y progesterona, mientras que en un estudio de
Sassi y cols., 2010%, que realizé de forma similar con 45 casos
de carcinomas de perra los negativos a hormonas fueron una
minoria (10/45). Illera y cols., 2006*, en un estudio realizado con
32 tumores mamarios malignos no inflamatorios en perra, la ma-
yoria fueron negativos al receptor de estrogenos (30/32, 93,70%).

La obtencion de cuatro subtipos moleculares de los cinco
posibles en la perra y 3 en la gata, sugiere que los tumores ma-

Tabla 1. Resumen clasificacion histolégica, especie, positividad a receptores hormonales, subtipo molecular, invasion (estadio), grado y

tipo histologico

Muestra Clasificacion Histologica Especie RP/RE Subt. molecular Estadio Grado Tipo histolégico
7205 Carcinoma simple: sélido Canina Negativo Basal Vascular I Simple
11209 Carcinoma simple: tubulopapilar Canina Negativo Basal Estroma 111 Simple
12027 Carcinoma simple: solido Felina Negativo Basal Estroma II Simple
11081 Carcinoma simple: tubulopapilar Canina Negativo Basal Vascular 11 Simple
8099 Carcinoma simple: solido Canina Negativo Basal Estroma 111 Simple
8166 Carcinoma simple: solido Canina Negativo Basal Vascular 11 Simple
12029 Carcinoma en adenoma Canina Positivo Luminal B Estroma I Otros
7229 Fibroadenoma atipico Felina Positivo Luminal B Estroma 1 Otros
12021 Carcinoma simple: tubulopapilar Canina Positivo Luminal B Estroma 111 Simple
6142 Carcinoma simple: solido Felina Negativo HER2 NI 11 Simple
8338 Tumor mixto maligno Canina Negativo HER2 Estroma 1 Complejo/mixto
7446 Carcinoma simple: anaplasico Canina Negativo HER2 Estroma NP Simple
7201 Carcinoma simple: solido Canina Negativo Sin clasificar Estroma 111 Simple

NI: No Infiltrante. NP: No Procede.
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Tabla 2. Subtipos moleculares frente a variables Invasion (estadio), grado de malignidad y tipo histolégico

Variables Grupos Luminal-tipo B HER-2 Basal Sin clasificar Total p-valor
Invasion (estadio) No infiltrante (0) 0 1 0 0 1 ns
% 0 100 0 0 100
Invasion del estroma (I) 3 2 3 1 9 ns
% 33,33 22,22 33,33 11,11 100,00
Invasion vascular (I1) 0 0 3 0 3 ns
% 0 0 100 0 100
Grado 1 1 1 0 0 2 ns
% 50,00 50,00 0,00 0,00 100,00
11 1 1 4 0 6 ns
% 16,67 16,67 66,67 0,00 100,00
111 1 0 2 1 4 ns
% 25,00 0,00 50,00 25,00 100,00
Tipo histolégico Simple 1 2 6 1 10 ns
Y% 10,00 20,00 60,00 10,00 100,00
Complejo/mixto 0 1 0 0 1 ns
% 0,00 100,00 0,00 0,00 100,00
Otros 2 0 0 0 2 ns
% 100,00 0,00 0,00 0,00 100,00

ns: no significativo.

marios caninos y felinos son buenos modelos para el cancer de
mama en la especie humana, pero seria necesario repetir el es-
tudio con un mayor nimero de casos y comparar entre grupos
homogéneos. Sassi y cols., 2010% obtuvieron 3 de 5 (luminal A,
luminal B y basal) en la especie canina. Solo uno de los tumores
fue del subtipo molecular sin clasificar ya que obtuvo un resulta-
do negativo en todos los marcadores tumorales utilizados. Este
resultado podria haberse relacionado con algun error durante el
procesamiento de las muestras de tejido (el tiempo de fijacion y
la temperatura de la parafina influyen en la conservacion de los
antigenos y pueden llegar a destruirlos), sin embargo los contro-
les internos fueron positivos para todos los receptores.

De los 6 tumores clasificados como basales todos fueron de
grado IT o III. Por otro lado, todos los tumores basales presentaban
infiltracion o de solo el estroma o también invasion vascular. Este
resultado parece que se correlaciona con la pérdida de receptores
hormonales que tiene lugar con la progresion del tumor, como se-
nalan los estudios de Nieto y cols., 2000% y Millanta y cols., 2005%.

Dos tercios de los tumores clasificados como HER?2 positivos
presentaban infiltracion del estroma y 1 de los 2 en los que fue po-
sible valorar el grado de malignidad era de grado II. Este resultado
también parece relacionado con la sobreexpresion de HER?2 obser-
vada en los tumores de mayor malignidad, como demuestran los tra-
bajos de Martin de las Mulas y cols., 2003*” y Ahern y cols., 1996+,

No se encontraron diferencias significativas en la distribucion
de los subtipos moleculares entre los diferentes grupos de la va-
riable invasion (estadio) al igual que en el estudio de Sassi y cols.,
2010%. Tampoco se encontraron diferencias significativas en la
distribucion de los subtipos moleculares entre los diferentes gru-
pos de la variable grado de malignidad. Por el contrario, Sassi y
cols., 2010%, encontraron un alto porcentaje del subtipo luminal
A y basal entre los carcinomas de grado I (luminal A 50%, luminal
B 12%, basal 38%); ademas, el porcentaje de los casos con subtipo
luminal B fue mayor en el grado II (luminal A 14%, luminal B
63%, basal 23%) y en el grado III (luminal A 15%, luminal B 77%,
basal 8%). En este estudio se encontraron diferencias en el limi-
te de la significacion estadistica en la distribucion de los subtipos
moleculares entre los diferentes grupos de la variable tipo histolo-
gico. Sin embargo, Sassi y cols., 2010*° no encontraron diferencias

significativas. A la hora de valorar los resultados del analisis esta-
distico, es necesario tener en cuenta el pequefio niumero muestras
de las que se disponia a la hora de realizar nuestro estudio. Sin
embargo, si obtuvimos 2/3 luminal B entre los grados II y III.

Se trata de un estudio que se ampliard en un futuro con un
mayor numero de muestras y la inclusién de otras variables,
como el tiempo libre de enfermedad, lo que permitira evaluar
ademas su relacion con el pronodstico.

CONCLUSIONES

1. La aplicacion del panel de anticuerpos normalmente uti-
lizado para caracterizar los subtipos moleculares en los tumores
de mama de la especie humana ha permitido identificar 4 (lumi-
nal B, HER2, basal y sin clasificar) en la perra y 3 (luminal B,
HER?2 y basal) en la gata de los 5 tipos posibles (ninguno ha sido
luminal A). Esta clasificacion de los tumores de mama en sub-
tipos moleculares se podria usar en las especies canina y felina.

2. No se han encontrado diferencias significativas en la dis-
tribucion de los subtipos moleculares en cada uno de los grupos
de las variables invasion, grado de malignidad y tipo histologico.
No existe asociacion entre los subtipos moleculares y las varia-
bles invasion, grado de malignidad y tipo histoldgico.
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