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Introduccion y Objetivos

Las neoplasias de la glandula mamaria son los tumores mas frecuentes
en la perra, particularmente, en muchos paises europeos donde los animales
no son rutinariamente esterilizados a edades tempranas. Histologicamente,
aproximadamente el 50% de estas neoplasias son diagnosticadas como
malignas y la metastasis a distancia es una causa comun de muerte en estos
pacientes (Misdorp, 2002; Lana et al.,, 2007; Klopfleisch et al, 2011). El
tratamiento de los tumores de mama caninos es predominantemente
quirargico, de tal manera que los tejidos fijados en formol estan disponibles
para su examen histopatolégico recayendo sobre el patélogo la responsabilidad
de dar una clasificacion precisa del tumor asi como una estimacion del

pronostico.

Por otra parte, debido a que los tumores de mama espontaneos de la
perra y la mujer comparten numerosas caracteristicas morfologicas y clinicas,
multiples investigadores han propuesto a esta patologia como un modelo
animal de enfermedad humana (Antuofermo et al., 2007; Klopfleisch et al.,

2011).

Sin embargo, en contraposicion a la especie humana o a los animales
de laboratorio, se tienen pocos conocimientos precisos sobre los mecanismos y
las moléculas involucradas en el desarrollo de tumores mamarios en la especie
canina (Klopfleisch et al., 2011). De hecho, cada ano son numerosas las
publicaciones que tratan de arrojar luz sobre el papel de moléculas
involucradas en el cancer de mama humano y para las que se espera un papel

similar para la especie canina.

Las proteinas 14-3-3 constituyen una familia de proteinas acidas,
altamente conservadas entre especies, compuesta por al menos siete
isoformas. Se ha descrito que las proteinas 14-3-3 pueden interaccionar con
mas de 200 proteinas a través de uniones dependientes o independientes de
fosforilacion. Hasta la fecha se conocen sélo algunas consecuencias de estas
interacciones y, por tanto, son sujeto de estudios exhaustivos. Las proteinas
14-3-3 controlan el ciclo, el crecimiento, la diferenciacion, la supervivencia, la
apoptosis y la migraciéon celular. Recientes estudios han revelado nuevos

mecanismos y funciones de las proteinas 14-3-3, dando a los investigadores
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un mayor entendimiento de esta compleja y fascinante familia de proteinas

(Tzivion et al., 2006).

De las siete isoformas, la proteina 14-3-3c parece estar directamente
involucrada en el cancer en la especie humana. El gen 14-3-30 es regulado por
el gen pS3 tras producirse un dano en el ADN y por procesos epigenéticos vy,
en este sentido, se ha descrito tanto la pérdida de expresion de la proteina 14-
3-30 como su sobreexpresion en diferentes tipos de cancer humano, incluido
el carcinoma de mama (Hermeking 2003; Li et al.,, 2009). Por otra parte, la
proteina 14-3-30 ha demostrado ser un marcador muy sensible y especifico de

células mioepiteliales en la mama humana (Simpson et al., 2004).

En la especie canina no se han realizado estudios que detecten la
expresion de la proteina 14-3-30. Por tanto los objetivos de la presente Tesis

Doctoral fueron los siguientes:

1. Estandarizar la técnica inmunohistoqumica de deteccion de la proteina
14-3-30 en muestras de tejido de la especie canina fijadas en formol e
incluidas en parafina y la técnica de Western blot en tejidos frescos
conservados a -80°C.

2. Estudiar la presencia y distribucion de la proteina 14-3-30 en muestras
de tejidos normales de la especie canina.

3. Estudiar la presencia y distribucion de la proteina 14-3-30 en muestras
de neoplasias mamarias de la especie canina y sus metastasis.

4. Comparar la utilidad de la proteina 14-3-30 como marcador de células
mioepiteliales con el marcador especifico de dichas células, la proteina

p63.
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2.1. EMBRIOLOGIA, ANATOMIA E HISTOLOGIA DE LA GLANDULA
MAMARIA CANINA

Para comprender las diferentes alteraciones de tipo displasico y
neoplasico, asi como los fenomenos de diseminacion y metastasis tumoral que
afectan a la glandula mamaria, se justifica como conditio sin equanom
describir la mama desde un punto de vista anatomico, embriologico e
histologico. Y es que, para realizar un diagnoéstico histolégico preciso de las
enfermedades mamarias, es imprescindible estudiar la morfologia estructural
de esta glandula en su estadio normal. En este sentido, hay que destacar que
la histologia de la glandula mamaria evoluciona y se modifica desde la época
fetal, pasando por la pubertad y los diferentes periodos del ciclo reproductor,
hasta llegar a la vejez. Por lo tanto, para determinar cuando una muestra de
tejido mamario es normal o, por el contrario, revela alteraciones patolégicas,

deben de tenerse en cuenta estas variables (Santos et al., 2010).

Ontogénicamente, y desde un punto de vista estrictamente anatémico,
la glandula mamaria o mama se considera una glandula cutanea (Monteiro-
Riviere y Stinson, 1998). Las mamas solo se desarrollan por completo en la
hembra, estando su fisiologia supeditada a los ritmos gestacionales: los
estados de gestacion y postparto en la hembra condicionan los de reposo y
actividad funcional de la glandula mamaria. En el macho estas glandulas
permanecen como rudimentos no funcionales (Sandoval, 2003; Guyton y Hall,

2008).

El desarrollo de la glandula mamaria esta influenciado por multiples
hormonas, entre ellas, los estrogenos, la hormona del crecimiento, la
prolactina, los glucocorticoides adrenales y la insulina. Desde la época fetal
hasta el periodo prepuberal, el crecimiento del sistema ductal es proporcional
al del resto del crecimiento corporal. En la pubertad los estrogenos activan el
crecimiento y desarrollo ductal, mientras que los progestagenos son
necesarios para el desarrollo lobulillo-alveolar. Por su parte, la somatotropina
y la prolactina hipofisaria inducen el crecimiento del parénquima y el

mantenimiento de la lactaciéon, respectivamente (Guyton y Hall, 2008).
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2.1.1. EMBRIOLOGIA

La glandula mamaria, como todo o6rgano cutaneo, procede del
ectodermo. Las bandas mamarias (Fig. 1), que se corresponden con un par de
engrosamientos epidérmicos longitudinales, dispuestas lateralmente al eje
sagital del embrion, constituyen los primeros esbozos de las mamas. Por
proliferacion epitelial de su centro longitudinal, las bandas mamarias se
transforman en crestas mamarias (Fig. 1). La localizacion lateral de las
crestas se modifica en funcion del estiramiento progresivo de los dermotomos
y del mesénquima subyacente que preside el desarrollo de la pared corporal
(Sandoval, 2003).

Las crestas dejan paso a las eminencias mamarias (Fig. 1) que se
definen a manera de “cordon perlado” en direccion craneo-caudal. Estas
eminencias son consecuencia de la multiplicacion y concentracion de las
células epidérmicas de la cresta y paralela condensacion del mesénquima
subyacente. Es decir, entre eminencia y eminencia desaparece cualquier

vestigio de cresta mamaria (Sandoval, 2003).

Figura 1. Embriologia mamaria. Representacion semi-esquematica de las
primeras etapas del desarrollo prenatal (A-D) de las mamas. 1, banda mamaria;
2, cresta mamaria; 3, eminencias mamarias; 4, yemas mamarias. Notese la posicion
de las eminencias y yemas respecto a la primitiva banda mamaria, debido al
estiramiento de los dermotomos durante la morfogénesis de la pared corporal
(Sandoval, 2003).
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Sin embargo, en ocasiones, este proceso no se desarrolla de una
manera eficaz y quedan restos de la misma que pueden dar lugar a
"eminencias mamarias accesorias" y que en el adulto forman finalmente
pezones supernumerarios, susceptibles de padecer transformaciones

neoplasicas (Sandoval, 2003).

A partir de las eminencias, y por condenacion de su epitelio que invade
la dermis, se forman las yemas mamarias (Fig.1), que tienen un aspecto
piriforme. Simultaneamente, el mesénquima aerolar que rodea la yema, y del
que provienen los brotes glandulares primarios, induce la formacion de
cordones lactiferos y brotes glandulares secundarios durante el desarrollo
fetal. Se forma asi el seno lactifero primitivo que a su vez deja paso a los

conductos lactiferos primarios y secundarios (Sandoval, 2003).

Finalmente, a la vez que se desarrolla el sistema de conductos, se
produce una profusa queratinizacion de la epidermis que formé la yema
mamaria dejando paso al esbozo de la papila mamaria (Fig. 2), conformandose
su tejido adyacente como circunvolucién cutdnea. A la papila mamaria, ya
constituida como tal, desembocan de 6-25 conductos papilares que

comunican con el exterior (Fig. 2) (Sandoval, 2003).

Figura 2. Secciones sagitales de dos etapas de la formacion de la papila mamaria. a)
Feto precoz. 1, epitelio del esbozo de la papila; 2, yema mamaria; 3, mesénquima areolar;
4, seno lactifero primitivo. b) Feto a término. 1, circunvoluciéon cutanea, 2, conductos
papilares; 3, mesénquima diferenciandose en fibras musculares esfintéreas; 5, cisterna o
seno lactifero glandular; 6, brotes glandulares precursores de los conductos lactiferos

(Sandoval, 2003).
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2.1.2. ANATOMIA

Debido al caracter multiparo de la perra, y para asegurar la lactancia de
la camada, la perra posee normalmente cinco pares de mamas, aunque a
veces puede presentar cuatro o seis. Para describir la localizacion de una
mama se utilizan dos sistemas: numerandolas del 1 al 5, siguiendo un orden
de craneal a caudal, o son nombradas segun la region donde se situen;
toracicas craneales (1), toracicas caudales (2), abdominales craneales (3),

abdominales caudales (4) e inguinales (5) (Morales, 2003; Sandoval, 2003).

Las mamas permanecen separadas entre si en estado de reposo, pero
en periodos de lactacion, debido a su aumento de tamano, se aproximan las

unas a las otras adoptando un aspecto coniforme (Sandoval, 2003).

La glandula mamaria de la perra carece de un aparato suspensorio
especifico. En esta region estan descritas uUnicamente unas laminas
incompletas que proceden de la fascia superficial del tronco y que, en
colaboracion con la piel, sustentan las mamas durante la lactacion. En esta
region también encontramos dos musculos supramarios que tensan y
movilizan la piel de revestimiento. El musculo supramamario craneal se
origina mediante dos fasciculos en la region xifoidea y se extiende en finas y
delicadas fibras por la base cutanea de las mamas mas craneales y
estribaciones craneales de la tuberosidad iliaca; el musculo supramamario
caudal se origina en los musculos de la vulva (Sisson y Grossman, 1975;

Sandoval, 2003).

2.1.2.1. Riego sanguineo

El riego arterial de las mamas 1, 2 y 3 procede, lateralmente, de la
arteria toracica lateral (de la arteria axilar) y, en profundidad, de la arteria
epigastrica craneal superficial y de los ramos perforantes de las arterias
intercostales (procedentes de la arteria toracica interna). Las mamas 4 y 5 son
irrigadas por la arteria epigastrica caudal superficial (de la arteria pudenda
externa) y, en profundidad, por ramas de las arterias abdominales craneal y
circunfleja iliaca profunda. Las arterias y las venas satélites se anastomosan

formando plexos arteriales y venosos (Fig. 3) (Morales, 2003; Sandoval, 2003).

10
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2.1.2.2. Drenaje linfatico

Las mamas 1, 2 y 3 drenan hacia el linfocentro axilar, tanto directa
como indirectamente, al anastomosarse los vasos linfaticos de cada una de
estas mamas con los de la mama que le precede. El linfonodo axilar es
dificilmente palpable al estar cubierto por el musculo pectoral; no obstante,
puede explorarse haciendo progresar el miembro cranealmente y pellizcando la
piel existente a nivel del primer espacio intercostal o segunda costilla. El
linfocentro axilar accesorio es de presencia inconstante. Las mamas 4 y 5
drenan a los linfonodos inguinales superficiales (mamarios), igualmente, tanto
directa como indirectamente. Estos nédulos pueden palparse facilmente,
localizandose dorsal al borde caudal de la mama inguinal. Las porciones
caudales de la mama 3 también drenan a este nédulo linfatico, al
anastomosarse sus vasos linfaticos con los de la mama 4 (Fig. 3) (Morales,

2003; Sandoval, 2003).

) —
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Figura 3. Riego arterial y drenaje linfatico de las mamas de la perra. Las flechas
azules indican la direccion de la linfa. 1, 2, 3, 4, 5: mamas toracica craneal, toracica
caudal, abdominal craneal, abdominal caudal e inguinal. 6: linfonodo axilar. 7: linfonodo
axilar accesorio. 8: linfonodo inguinal superficial. 9: proceso vaginal. 10. arteria pudenda
externa. 11: arteria epigastrica caudal superficial. 12: Arteria epigastrica craneal

superficial. 13: ramos perforantes de la arteria toracica interna (Morales, 2003).
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Patsikas et al. (1996a, 1996b, 2006) investigaron el drenaje linfatico de
la glandula mamaria normal y neoplasica de perra, cuyos resultados se
muestran en la Tabla 1. En perras sanas, el drenaje linfatico se produce a los
ganglios ipsilaterales, no existiendo drenaje hacia la glandula contralateral y
sus linfonodos, no obstante el drenaje puede verse alterado en las neoplasias

mamarias (Pereira et al., 2003, 2008).

Tabla 1. Drenaje linfatico de la glandula mamaria normal y neoplasica canina.

GLANDULA DRENAJE LINFATICO DRENAJE LINFATICO

MAMARIA NORMAL NEOPLASICO

M1, craneal toracica LN axilar LN axilar, LN esternal

M2, caudal toracica LN axilar LN axilar, LN esternal

M3, craneal abdominal LN axilar, LN inguinal superficial | LN axilar, LN inguinal superficial,

LN iliaco medial

M4, caudal abdominal LN inguinal superficial LN inguinal superficial, LN axilar

M5, inguinal LN inguinal superficial LN inguinal superficial, LN popliteo

2.1.3. HISTOLOGIA

Desde un punto de vista histologico, la mama es una glandula
sudoripara apocrina modificada presente en el tejido conectivo subcutaneo. Es
una glandula de tipo tibulo-alveolar compuesta en la que grupos de unidades
secretoras (alveolos glandulares) forman lébulos separados por septos de tejido
conectivo, de origen mesodérmico, de espesor variable. Los alveolos
glandulares, a través de un entramado de conductos, moviliza su producto de

secrecion (leche) hacia el exterior (Monteiro-Riviere, 2006).

El componente celular del sistema tubulo-alveolar es bifasico y consiste
en una capa luminal simple de células epiteliales y una capa subyacente,

también simple, de células mioepiteliales.

El alveolo glandular esta tapizado por un epitelio simple cubico, cuya
altura varia segin la fase de la actividad secretora (Fig. 4). Las células
epiteliales de la mama son de morfologia cubica, tienen un citoplasma

tipicamente eosinofilico y un ntucleo uniformemente ovalado. En estado de
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lactancia, las células epiteliales alveolares (poseedoras de reticulo
endoplasmatico rugoso, mitocondrias en abundancia, varios complejos de
Golgi, muchas gotitas de lipidos, multiples vesiculas que contienen caseinas y

lactosa), secretan lipidos y proteinas (Monteiro-Riviere, 2006).

Los lipidos se almacenan como pequenas gotas en el citoplasma. Su
eliminacion se realiza por la modalidad apocrina de exocitois, que consiste en
la coalescencia de gotas pequenas para formar gotas cada vez mas grandes
que se movilizan a la periferia de la célula. Finalmente, se expulsan a la luz
como vesiculas compuestas por una gota central de lipidos rodeada por una
pequena porcion de citoplasma y encerrada en un fragmento de membrana

citoplasmatica (Monteiro-Riviere, 2006).

Las proteinas que se sintetizan dentro de estas células secretoras se
liberan de las células mediante la modalidad merocrina de exocitosis. Por otra
parte, en la luz de los acinos pueden acumularse células descamadas, algunos
macrofagos y leucocitos que forman parte de la secrecion en la época de

lactacion principalmente (Monteiro-Riviere, 2006).

Figura 4. Glandula mamaria normal canina. El sistema lobular ductal de la mama
esta delimitado por una doble poblacién celular, una capa interna de células
epiteliales y otra externa de células mioepiteliales. a) Conducto lobular. Las capas
de células epiteliales y mioepiteliales se distinguen con claridad. 10x. HE. b) Lébulo
mamario. Las células mioepiteliales que rodean los acinos son variablemente
evidentes. 40x. HE.

Las células epiteliales se caracterizan por expresar citoqueratinas (CKs)

de bajo peso molecular como son la CKS5, CK7, CK8, CK13, CK18 y CK19
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(Hellmén y Lindgren, 1989b; Destexhe et al., 1993; Griffey et al., 1993; Vos et
al., 1993a; 1993b).

Entre las células epiteliales y la membrana basal se localizan las
células mioepiteliales. Estas células tienen capacidad contractil y responden
a la oxitocina de origen hipofisario, facilitando el paso de la secrecion lactea de
los acinos a los conductos (Guyton y Hall, 2008). Las células mioepiteliales
poseen un elevado pleomorfismo celular. Pueden ser células muy dificiles de
distinguir, células aplanadas con un nucleo comprimido o incluso células
prominentes de tipo epitelioides con abundante citoplasma claro (Fig. 5a). En
algunos casos las células mioepiteliales tienen una apariencia de fibra
muscular (Fig. 5b), presentandose como células en forma de huso con un
citoplasma eosinofilo y denso, reminiscencias todas ellas de un origen de fibra

muscular lisa (Collins y Schnitt, 2007).

g«u;wm TG s
.!"‘ ik’wﬁ‘w _-_':.‘;a "’_" !::..'zl

-- L g - = < o b

3 5, ‘,'n, .,.
i em _cn‘:' . .'. ﬁgn ,"‘ ‘s, d
| > SO (M (o ’ ;-n» )
S =¥ feul Y ‘#“;h-"‘\'\,."- 7 O
~a &% L ey c ﬁ ‘ S v EF Ty T N $ - = ar s
| - s -Q‘ ) " '. .“'s.".z_‘“‘ﬁt y < = el
Fi s ST "';‘:_ - .,t ‘, % .i" . |&l-“ s s o "%‘#-"—"’"
-"ﬂ\~ 3 a3 preoine
= R - - o Py & ‘“ s’ i T
3 TR v e BIAN wVWale. | 2 LeSk o "=l

Figura 5. Glandula mamaria normal canina. Las células mioepiteliales pueden
variar su apariencia histolégica. a) En este lobulo se aprecia un marcado
aclaramiento de su citoplasma. 20x. HE. b) En este l6bulo presentan marcadas
caracteristicas musculares. 20x. HE.

Las células mioepiteliales se caracterizan por expresar CKs de alto peso
molecular como la CKS5, CK6, CK14 y CK17, ademas de otros marcadores
como la actina de musculo liso, calponina, vimentina y p63 (Fig. 6) (Hellmén et
al., 1989Db; Destexhe et al., 1993; Espinosa de los Monteros et al., 2002; Arai et
al., 2003; Gama et al., 2003; Abd El-Rehim et al.,, 2004; Polyak y Hu, 2005;
Blanpain et al., 2007). Debido a que las células mioepiteliales exhiben un
doble fenotipo (epitelial y muscular) son denominadas también como células
basales/mioepiteliales. Algunos investigadores han sugerido que existe una

relacion muy estrecha entre el compartimento de células
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basales/mioepiteliales y las células madre/progenitoras de la glandula

mamaria (Deugnier et al., 2002; Polyak y Hu, 2005).

Conocer qué moléculas se expresan de manera normal en el tejido
mamario es importante, ya que, durante la transformacion celular y la
tumorogénesis, la mayoria de los marcadores celulares parecen mantenerse,
pudiendo ser wutilizados como marcadores tumorales y facilitando el
diagnostico de aquellos casos en los que la técnica histoquimica de rutina
hematoxilina y eosina son insuficientes (Chu et al., 2000; Barak et al., 2004,

Ramos-Vara et al., 2008; Webster et al., 2011).

Cabe destacar que examinar la integridad de esta doble capa de células
es fundamental durante el examen histologico de la glandula mamaria.

(Collins y Schnitt, 2007).

Figura 6. Glandula mamaria normal canina. a) La inmunotincién con CK14
evidencia el citoplasma de las células mioeptiteliales que se presentan como una
capa continua en torno a células epiteliales lobulares inmaduras. 20x. IHQ. b) La
inmunotincién con p63 evidencia el nucleo de las células mioeptiteliales que se
presentan como una capa continua en torno a células epiteliales de este ducto
interlobular. 20x. IHQ.

El sistema de conductos comienza con un conducto intralobulillar que
drena en el conducto lobulillar. Este drena en el conducto galactéforo lobular,
que es el conducto excretor primario para cada l6bulo. El epitelio del conducto
intralobulillar es simple cubico y puede estar rodeado de células
mioepiteliales. Los conductos lobulillares presentan al comienzo un epitelio
simple cubico y, distalmente, dos capas de células cubicas. Conforme se
fusionan para formar los conductos galactéforos, se rodean de fibras

musculares lisas dispuestas longitudinalmente, desembocando en el pezon
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por varios canales expuestos. La dermis del pezén presenta numerosos vasos
sanguineos que se dilatan durante la lactacion. Los haces longitudinales de
fibras musculares lisas entre el canal del pezéon y la dermis se vuelven
circulares, formando un esfinter en la superficie externa que evita el paso

continuo de leche (Monteiro-Riviere, 2000).

Rehm et al. (2007) y Santos et al. (2010) han descrito la histologia de la
glandula mamaria canina durante el ciclo estral, conocimientos necesarios
para una correcta evaluacion de los cambios patologicos que se asientan en
este organo. En las perras prepuberes, durante la fase de proestro de su
primer ciclo estral, s6lo son detectables ductos alargados (ductos
interlobulares) tapizados por una doble capa de células epiteliales y una tnica
capa de células mioepiteliales, en el interior de un denso estroma de tejido
conectivo interlobular. Proyectadas lateralmente desde la pared de estos
ductos se observan estructuras lobulares rudimentarias formadas por células
epiteliales con un nucleo eucromatico, 1-2 nucléolos y bordes celulares poco

definidos.

En perras adultas, durante la fase de proestro, la glandula se encuentra
inactiva y consiste principalmente en ductos interlobulares y ocasionales
lobulos de pequeno tamano rodeados por una variable cantidad de tejido
conectivo inter e intralobular. En ocasiones, también pueden observarse
estructuras alveolares del ciclo estral precedente, compuestas por células
epiteliales vacuoladas de tipo cuboidal o aplanadas. Asi mismo, pueden
observarse macrofagos cargados de lipofuscina en la luz de los alveolos o en el

tejido estromal intralobular.

La llegada del estro conlleva la proliferacion del epitelio ductal
intralobular, con la formacién de multiples ductos pequenos tapizados por un
epitelio estratificado, similar al descrito previamente, dentro del tejido

conectivo interlobular.

Durante el diestro temprano, cuando los niveles de progesterona se
encuentran elevados, se produce un gran desarrollo de los ductos con
formacion de 16bulos. El epitelio que tapiza estos ductos es estratificado y las

células presentan un nucleo redondeado a alargado, eucromatico, con 1-2
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nucléolos prominentes, observandose numerosas figuras mitoticas. Los
fibroblastos en el tejido conectivo interlobular poseen nucleos mas
prominentes y pueden mostrar una actividad mitética incrementada. Estos
fibroblastos se localizan en una matriz mucinosa que contiene numerosos

vasos sanguineos congestionados (Fig. 7).

Figura 7. Glandula mamaria canina. Diestro temprano. Variable cantidad de
tejido conectivo interlobular (barra negra) e intralobular (barra verde). También
se observan areas de tejido adiposo (asterisco). 10x. HE.

En diestro tardio, el desarrollo de la glandula mamaria canina ha
culminado con la formaciéon de alveolos secretores al final de los ductos
intralobulares. Los alveolos presentan en su centro una secrecion proteinacea
eosinofilica y tapizados por células cuya morfologia varia de cuboidal a mas
aplanada. Rodeando al epitelio alveolar, las células mioepiteliales se
encuentran elongadas y forman una capa continua en torno a los alveolos
menos desarrollados, y discontinua en torno a los alveolos completamente
desarrollados y distendidos. Este ultimo hallazgo se atribuye a la morfologia

estrellada de estas células mioepiteliales alveolares. Los ductos intralobulares
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también tienen una moderada cantidad de secrecion eosinofilica en la luz y se
encuentran tapizados por un epitelio cuboidal y una capa de células
mioepiteliales fusiformes junto a una minima cantidad de estroma intralobular
alrededor de los alveolos, mientras que el estroma interlobular esta formado

por bandas de colageno y fibras de reticulina y rodea los ductos interlobulares.

La primera fase del anestro se caracteriza por la presencia de alveolos
que contienen menor cantidad de secrecion. Los alveolos estan compuestos
por células epiteliales vacuolizadas que yacen sobre una membrana basal mas
prominente. Algunos l6bulos muestran cambios asociados con la regresion de
la glandula mamaria, con un aumento del estroma intralobular y por el

infiltrado de linfocitos y células plasmaticas.

En el anestro tardio, los cambios asociados con la regresion de la
glandula mamaria se vuelven mas prominentes. La luz de los ductos
disminuye en diametro y los l6bulos disminuyen de tamano. Con frecuencia se
observan células con nucleos picnoéticos tapizando los ductos y los alveolos y
estructuras corpusculares eosinofilicas (corpora amylacea) en la luz de los
ductos. El intersticio es mas abundante, las fibras de colageno aparecen mas
compactas y existe un infiltrado de linfocitos y células plasmaticas junto a
macrofagos cargados de lipofuscina. El estroma interlobular aparece mas

abundante y compacto (Rehm et al., 2007; Santos et al., 2010).
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2.2. NEOPLASIAS MAMARIAS EN LA ESPECIE CANINA

La presentacion clasica de un paciente canino con tumor mamario se
corresponde con una perra de edad avanzada, tanto de raza pura como
mestiza, no esterilizada o esterilizada durante la edad adulta, con al menos
una o mas masas palpables en la cadena mamaria. Esta descripcion clinica
hace referencia a los dos factores de mayor riesgo para desarrollar esta
patologia: edad y exposicion a hormonas. Otros factores asociados a un
incremento del riesgo de desarrollar un tumor mamario son el sexo, la raza,
dieta, obesidad y variables geograficas y medioambientales (Lana et al., 2007;

Sorenmo et al.,, 2011).

2.2.1. CARACTERISTICAS CLINICAS Y PRONOSTICO

2.2.1.1. Edad

Es uno de los factores de riesgo mas importantes asociados al
desarrollo de tumores de mama en la especie canina. En un estudio con una
elevada cohorte de casos de una colonia de perras de raza Beagle, con tumores
de mama espontaneos, se describio que el riesgo empezaba a ser
estadisticamente significativo a partir de los 8 anos de edad y se incrementaba
linealmente con la edad a partir de este punto (Taylor et al, 1976). Otro
estudio basado en perras de diversas razas y de vida doméstica encontré6 un
aumento progresivo de la incidencia de tumores de mama en edades
avanzadas, con un pico de incidencia de casos entre los 9 y 11 anos (Dorn et

al., 1968).

La edad de aparicion, sin embargo, puede variar dependiendo de la
esperanza de vida media de la raza, habiéndose reportado, en general, una
edad media de 8-11 anos, lo que indica que esta patologia ocurre
principalmente en perras de mediana y avanzada edad (Schneider, 1970;
Priester et al.,, 1971; Brodey et al., 1983; Shofer et al.,, 1989; Hellmén et al,
1993). Las perras jovenes tienen tendencia a desarrollar tumores benignos
(Taylor et al., 1976; Moulton et al., 1986; Misdorp, 1988; Goldschmidt et al.,

2001) y, por otra parte, un estudio reciente ha descrito una diferencia

19



Revisién Bibliografica

significativa entre edades y caracter de las neoplasias, encontrando una media
de 8,5 anos para neoplasias benignas frente a 9,5 afios para tumores malignos
(Sorenmo et al., 2009). Los tumores mamarios son raros en perras menores de
5 anos de edad, a no ser que hayan sido tratadas con hormonas exégenas

(Schneider et al., 1970; Taylor et al., 1976).

2.2.1.2. Sexo

Los tumores que se desarrollan a partir del tejido mamario ocurren,
casi exclusivamente, en las hembras. No obstante, también se han descrito
tumores de mama espontaneos en los machos de la especie canina, indicando
que las hembras tienen 62 veces mas riesgo que los machos de desarrollar un
tumor mamario (Brodey et al., 1983; Madewell y Theilen, 1987; Saba et al.,
2007; Bearss et al, 2011). Al contrario que los tumores de mama en las
hembras, los tumores de mama en los machos son casi siempre benignos,
expresan altos niveles de hormonas (estrogenos y progesterona) y tras la
escision quirurgica tienen un comportamiento biolégico benigno en la mayoria

de los casos (Saba et al., 2007; Bearss et al., 2011).

2.2.1.3. Razas

Los tumores de mama pueden ocurrir en cualquier hembra canina de
cualquier raza, pero ciertas tipos de perros y razas, tales como las razas toy
(miniatura) suelen estar sobre-representadas en estudios epidemiologicos.
Algunas de las razas gigantes presentan un mayor riesgo, no obstante estas
descripciones varian de alguna manera segun el lugar geografico donde se
realizo el estudio. Las razas puras mas frecuentemente citadas son: English
Springer Spaniel, Brittany, Cocker Spaniel, Setter Inglés, Pointer, Afgano y el
Pastor Aleman, ademas de las razas de pequefio tamafno como Caniche,
Maltés, Chihuahua, Beagle, Dachshund, West Highland White Terrier,
Yorkshire Terrier y Bichon Frisé (Priester et al, 1971; Cohen et al.,, 1974;
Mitchell et al., 1974; Yamagami et al., 1996a; Goldschmidt et al.,, 2001; Moe,
2001; Richards et al., 2001; Egenvall et al., 2005; Bronden et al., 2010). Estos
estudios senalan que el riesgo de desarrollar un tumor mamario tiene algin

tipo de asociacion con la raza y, por lo tanto, un trasfondo genético.
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El componente genético esta ademas remarcado por el hecho de que
algunos estudios han mostrado que ciertas lineas o familias dentro de una
misma raza se encuentran en mayor riesgo que otras. Por ejemplo, la raza
Boxer aparenta tener un menor riesgo segun algunos estudios realizados en
Estados Unidos (Priester et al.,, 1971; Brodey et al., 1983; Goldschmidt et al.,
2001), mientras que en trabajos realizados en diferentes paises europeos
aparecen con mayor riesgo (Moe, 2001; Richards et al., 2001; Brenden et al.,
2010). Un estudio realizado sobre una colonia de perros de raza Beagle mostro
también una variacion familiar dentro de la misma raza; mientras que una

linea familiar tenia mayor riesgo otra tenia menor riesgo (Schafer et al., 1998).

2.2.1.4. Variables geograficas y medioambientales

Al contrario de lo que ocurren en Medicina Humana, donde se observan
incidencias cinco veces mas altas en Estados Unidos y Europa que en los
paises asiaticos (Stricker y Kumar, 2010), en Medicina Veterinaria no se han
observado diferencias en la incidencia de tumores mamarios, en perras no
esterilizadas, entre las distintas areas geograficas (Dorn et al, 1968;
Schneider, 1970; Dorn y Schneider 1976; Merlo et al., 2008; Bronden et al.,
2010).

A diferencia de otros tumores, la influencia de la exposicion a
radiaciones es escasa, ya que no aumenta la incidencia de tumores mamarios,
benignos o malignos, ni afecta la tasa de mortalidad en animales con
carcinomas de mama, pero si influye en la aparicion a edades mas tempranas
del primer tumor mamario, benigno o maligno (Andersen y Rosenblatt, 1969;

Moulton et al., 1970; Moulton et al., 1986; Benjamin et al., 1999).

2.2.1.5. Hormonas

El influjo de hormonas ovaricas endogenas, de manera temprana, en la
vida de la perra es un factor crucial y determinante para el desarrollo de
tumores de mama en perras. La publicacion de referencia de Schneider et al.,
en 1969, describe como el riesgo de una perra de desarrollar un tumor
mamario se incrementa de manera drastica durante el primer ciclo estral,

conclusion deducida por el hecho de que la realizacion de Ila
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ovariohisterectomia antes del primer celo reduce este riesgo al 0,5%. El riesgo
aumenta a un 8% y a un 26% si se realiza después del primer y el segundo
celo, mientras que se si esteriliza a la perra después del tercer celo, la cirugia
no ejerce efecto protector (Schneider et al.,, 1969). Sin embargo, estudios
posteriores han mostrado que wuna ovariohisterectomia tardia puede

proporcionar alguna proteccion.

Los resultados publicados por Taylor et al. (1976) concluyeron que
realizar la ovariohisterectomia después de los 4 afios no confiere proteccion
alguna frente al desarrollo de tumores mamarios. Hallazgos similares fueron
descritos por Sonnenschein et al, en 1991, en los que se describe efecto
protector estadisticamente significativo en ovariohisterectomias realizadas
antes del cuarto celo y efecto protector entre el cuarto y el sexto celo, pero sin
significancia estadistica. Un estudio realizado en los Paises Bajos aporto
evidencias de wun posible efecto protector asociado incluso con

ovariohisterectomia tardias (Misdorp et al., 1988).

Otras variables reproductivas, tales como la irregularidad de los ciclos
estrales, pseudogestaciones y gestaciones, que pueden resultar en cambios
fisiologicos en los niveles endogenos de hormonas no han sido asociadas
significativamente a la aparicion de tumores mamarios en la perra (Brodey et

al., 1966; Schneider et al., 1969; Taylor et al., 1976).

La exposicion a dosis farmacologicas de hormonas exogenas,
progesterona y estrégenos, ha sido asociada, sin embargo, con un incremento
del riesgo de desarrollo de tumores mamarios. Estos hallazgos estan basados
en un numero importante de trabajos de investigacion realizados sobre
colonias de perras tratadas durante largos periodos de tiempo con varias dosis
y combinaciones de progestagenos y estrégenos sintéticos y evaluadas
periddicamente para el desarrollo de tumores mamarios (Geil et al, 1977;
Giles et al., 1978; Kwapien et al., 1980; Concannon et al., 1981; Selman et al.,
1995). La mayoria de estos estudios encontraron de manera mas temprana y
frecuente el desarrollo de tumores que, significativamente, eran
mayoritariamente benignos que malignos en perras tratadas con
progestagenos, mientras que se describe un aumento del ntiimero de casos

malignos cuando se combinan progestagenos con estrogenos (Geil et al., 1977;
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Giles et al., 1978; Kwapien et al., 1980; Concannon et al., 1981; Selman et al.,
1995). La administracion de progestagenos en perras domésticas con el objeto
de retrasar o suprimir el celo también incrementa el riesgo del desarrollo de

tumores (Misdorp, 1988).

2.2.1.6. Dietas y Obesidad

Un estudio de casos control que analiz6 la asociacion entre la dieta, el
estado de conformacion corporal y el riesgo de desarrollar tumores mamarios
demostr6 un menor riesgo, estadisticamente significativo, en perras que
estaban delgadas entre los 9 y 12 meses de edad comparadas con el grupo
control (Sonnenschein et al., 1991). Sin embargo, las perras de este estudio
que estaban obesas un ano antes del diagnéstico de tumor de mama o tenia
una dieta con alto contenido en grasas no demostraron tener un mayor riesgo,
para desarrollar tumores mamarios (Sonnenschein et al., 1991). En un estudio
posterior se encontré una asociacion entre la dieta y el desarrollo de cancer de
mama: las perras alimentadas con una dieta rica en grasas y carnes rojas y
aquellas que eran obesas al primer ano de edad presentaban un mayor riesgo
estadisticamente significativo, a desarrollar tumores mamarios y displasias
(Pérez Alenza et al.,, 1998). Estos dos estudios muestran como el efecto de la
obesidad en el riego del tumor de mama es especialmente significativo en
etapas tempranas de la vida de la perra. El incremento del peso corporal en
momentos cercanos al diagnodstico de un tumor parece no tener significancia
estadistica en ambos estudios. Estos hallazgos concuerdan con aquellos que
demuestran que el efecto sobre el riesgo mediado por la exposicion a las
hormonas ovaricas es clave durante épocas tempranas de la vida de perra. Se
piensa que la obesidad aumenta el riesgo de tumor de mama en mujeres post-
menopausicas, incrementando los niveles circulantes de estrogenos y la
produccion local de estrogenos por las enzimas aromatasas (Hankinson et al.,
1998; Wu et al., 1999; Tymchuk et al,, 2001; Cleary et al., 2009). Es posible
que la obesidad incremente el riesgo de las perras a desarrollar tumores
mamarios mediante los mismos mecanismos, por lo tanto, el efecto es mayor
en los momentos tempranos de la vida cuando el efecto de las hormonas sobre

el parénquima mamario es mas danino (Sorenmo et al., 2011).
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De igual manera, experimentos en roedores y estudios epidemiolégicos
en humanos han demostrado que una dieta alta en grasa y la obesidad
incrementan el riesgo de desarrollar cancer mamario (Hursting et al., 2007;

Nunez et al., 2008; Khalid et al., 2010).

2.2.1.7. Presentacion clinica

Las perras con tumores mamarios normalmente presentan mas de una
lesion. Un reciente estudio prospectivo de tumores de mama caninos, basado
en perras de vida doméstica, describio como cerca del 70% de las perras
tenian mas de un tumor (Sorenmo et al., 2009). Otros muchos autores,
incluyendo aquellos responsables de los trabajos observacionales realizados
sobre grandes colonias de Beagles, han reportado lesiones neoplasicas
mamarias multiples (Moulton et al., 1976; Bender et al, 1984; Taylor et al.,
1986; Benjamin et al, 1999). Las mamas inguinales suelen ser las mas
frecuentemente afectadas y las axilares no suelen verse afectadas en un
primer lugar (Moulton et al., 1976; Bender et al., 1984; Benjamin et al.,, 1999;
Taylor et al., 1986; Goldschmidt et al., 2001).

Los tumores de mama son relativamente faciles de detectar durante la
realizaciéon de un examen clinico y tipicamente aparecen como uno o mas
nodulos en las diferentes glandulas. Los signos clinicos especificos dependen
del comportamiento biolégico del tumor y en qué estadio de la enfermedad se
encuentra cuando son inspeccionados por el veterinario. Los tumores pueden
ser pequenos o grandes, estar fijados al tejido subcutaneo o presentar
movilidad, ulcerados y ser tinicos o multiples. Los ganglios linfaticos pueden
encontrarse clinicamente normales o aumentados de tamano, pero los signos
clinicos debidos a enfermedad metastasica son raros para aquellos pacientes
que habitualmente acuden a revisiones veterinarias periddicas (Sorenmo et al.,

2011).

La excepcién a esta presentacion clinica la constituye el carcinoma
inflamatorio, un tipo extremadamente agresivo y no muy comun de tumor de
mama. Histologicamente, se caracteriza por una invasion generalizada de
vasos linfaticos dermales asociada a una severa reaccion inflamatoria local, lo

que, clinicamente, puede ser dificil de distinguir de una mastitis aguda severa
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(Pérez Alenza et al., 2001; Marconato et al., 2009). Las perras con este tipo de
presentacion clinica tienen amplia afectacion de las mamas, inflamacion,
edema y dolor y muestran ademas signos sistémicos de enfermedad como
anorexia, pérdida de peso y debilidad. La mayoria de estos pacientes no son
candidatos a cirugia debido al caracter infiltrativo de la neoplasia y a la alta
incidencia de metastasis en el momento del diagnéstico. La supervivencia es
pobre a pesar de realizar tratamiento (Pérez Alenza et al.,, 2001; Marconato et

al., 2009).

Como ya se ha comentado anteriormente, la mayoria de las perras
tienen mas de un tumor cuando son examinadas por primera vez, pudiendo
detectarse otras masas de menor tamano cuando se realiza un examen
minucioso durante esta primera consulta. Estas lesiones presentan
frecuentemente diferentes tamanos y diferentes caracteristicas
histopatologicas. Los tumores de pequenio tamano tienden a ser lesiones
benignas, mientras que el riesgo de malignidad aumenta junto con el
incremento del tamafno (Sorenmo et al., 2009). Se ha descrito recientemente
una progresion histolégica hacia la malignidad asociada a un incremento de
tamano de la masa tumoral en perros que presentaron multiples tumores
(Sorenmo et al., 2009). Estos hallazgos han reforzado la teoria de que los
tumores de mama caninos sufren transformacion desde estadios de
benignidad hacia formas malignas, siendo el carcinoma la forma final de este

proceso de transformacion (Sorenmo et al., 2010).

Otros investigadores han sugerido esta transformacién e hipotetizado
que deberia de existir alguna relaciéon entre tumores benignos y malignos de
histologia semejante. Asi, Moulton et al. (1986) reportaron como perras con
tumores malignos presentaban simultaneamente tumores benignos del mismo
tipo histologico. Bender et al. (1984) describieron que aquellas perras con
tumores de mama benignos tenia un mayor riesgo de desarrollar tumores
malignos mas tarde. Sorenmo et al. (2009) han reportado que perras con
carcinoma in situ y tumores malignos estaban mas predispuestas a desarrollar
de novo carcinomas en otras glandulas mamarias que aquellas perras que
presentaban tumores benignos. Por ultimo, y en este mismo sentido,
Gilbertson et al. (1983) encontraron que perras con tumores malignos

presentaban mayor predisposicion a desarrollar nuevos tumores malignos en
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otras mamas, resaltando ademas que un gran numero de carcinomas in situ
aparecian adyacentes a carcinomas invasivos. Benjamin et al (1999)
reportaron una progresion histologica desde las formas menos agresivas de

carcinoma hacia la forma de carcinoma anaplasico.

La asociacion entre lesiones intraepiteliales sin atipia y carcinoma in
situ y carcinomas invasivos ha sido descrita por Antuofermo et al. (2007) y,

mas recientemente, por Ferreira et al. (2010, 2011) y Mouser et al. (2010).

Todas estas investigaciones apoyan la teoria propuesta de que los
tumores de mama caninos se desarrollan como estructuras histologicas
dinamicas donde los tumores malignos se desarrollan desde tumores benignos
(Sorenmo et al., 2011). Clinicamente, pueden parecer entidades diferenciadas,
ya que se presentan como lesiones separadas y de histologias dispares, pero
etiologica y patogénicamente estan relacionadas y asociadas (Sorenmo et al.,

2011).

2.2.1.8. Diagnostico y estadiaje

Una completa historia y un examen clinico minucioso, junto a una
cuidadosa palpacion de cada glandula mamaria, deben de ser realizados en
pacientes con tumores de mama. Estos perros suelen ser hembras de
mediana-avanzada edad con otros problemas médicos concurrentes que
requieren tratamiento. Sin embargo, en general, la mayoria de los perros con
tumor de mama estan sanos sistémicamente, excepto aquellos que se
encuentran en estadios avanzados de la enfermedad o aquellos que presentan
carcinoma inflamatorio. Estos ultimos suelen presentar signos sistémicos de
enfermedad, alteraciones en los valores hematologicos, asi como
coagulopatias, cambios consistentes con enfermedad sistémica y metastasica

(Gilbertson et al., 1983; Stockhaus et al.,, 1999; Marconato et al., 2009).

Aquellos pacientes que presenten multiples lesiones mamarias deben de
ser sometidos a cirugia, donde cada una de las masas sea eliminada, haciendo
constar la localizacion de las mismas asi como su tamano. Dichas lesiones
deben ser remitidas a un laboratorio de Anatomia Patologica para realizar el

diagnostico histopatologico de las mismas, analisis que continta siendo la
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“técnica de oro” para el diagnéstico y clasificacion de los tumores de mama

(Lana et al., 2007; Sorenmo et al., 2011).

No existe concenso sobre si la citologia representa una buena técnica
diagnostica para esta patologia. Normalmente, la citologia por punciéon-
aspiracion con aguja fina de un tumor mamario canino no es util para
diferenciar si se trata de un tumor benigno o de un tumor maligno, de manera
que no se debe practicar, con la Unica excepcion del carcinoma inflamatorio,
en el cual si es Util para identificar las células neoplasicas que infiltran la piel
(Allen et al., 1986; Madewell y Theilen 1987; Hellmén y Lingren 1989a; Lana et
al., 2007). No obstante, recientemente se ha publicado un trabajo en el que la
citologia fue un método altamente sensible y especifico para discernir entre
tumores benignos y malignos y fue util como factor pronodstico (Simon et al.,

2009).

Los tumores de mama se estadifican de acuerdo al sistema Tumor,
Linfonodo, Metastasis (TNM). Por lo tanto, para estadificar a un paciente
canino con tumor de mama se requiere informacion referente al tamano de la
lesion, la afectacion ganglionar y la presencia o no de metastasis. El diametro
mayor del tumor se usa para clasificar la lesion respecto a este sistema. En el
caso de que en un paciente concurran diferentes masas, se usara el diametro

mayor de la lesion de mayor tamano (Sorenmo et al., 2011).

Los ganglios linfaticos deben ser identificados y, en el caso de que sean
palpables y/o clinicamente estén aumentados de tamano, se debe realizar una
puncion-aspiracion con aguja fina. El examen citologico de los ganglios
linfaticos regionales ha demostrado ser un método altamente sensible para la
deteccion de metastasis ganglionar en pacientes con tumores soélidos
(Langenbach et al., 2001). Si el estudio citologico es negativo para enfermedad
metastasica, la toma de biopsia ganglionar no seria necesaria a no ser que el
ganglio linfatico se encuentre incluido en la pieza de reseccién quirargica. Esto
ultimo suele ocurrir en los casos que el tumor se desarrolla en las mamas 4%y

5% (Sorenmo et al., 2011).
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Por otra parte, aquellos pacientes diagnosticados con un tumor
maligno deberian de ser evaluados en busqueda de una posible enfermedad
metastasica. La realizacion de radiografias en tres proyecciones continua
siendo la técnica de diagnéstico principal para la evaluacion de metastasis en
la cavidad toracica-parénquima pulmonar en Medicina Veterinaria. Los
pulmones son los 6rganos mas frecuentemente afectados por la enfermedad
metastasica en los tumores de mama caninos (Fidler y Brodey, 1967a; 1967D),
pero otras pruebas diagnosticas, tales como ecografia abdominal, radiografia
del esqueleto apendicular u otras modalidades de diagnéstico por imagen,
como tomografia computerizada o resonancia magnética, pueden estar
indicadas si existe sospecha clinica de metastasis en otras localizaciones

(Negrin et al., 2009).

En funcion de los datos descritos anteriormente, el paciente canino
debe de ser estadificado clinicamente. Hasta la fecha se han propuesto y
publicado dos sistemas de estadificacion. El primero elaborado por la
Organizacion Mundial de la Salud (OMS) (Owens, 1980) y el segundo, mas
reciente, resulta una modificacion del primero (Rutteman et al, 2001). La
Tabla 2 es una comparacion de estos dos sistemas. En dicha tabla puede
observarse que existen importantes diferencias entre estos dos sistemas. De
acuerdo con la clasificacion modificada (Rutteman et al., 2001), los estadios I a
III clasifican a los pacientes de acuerdo con el tamafo tumoral, el estadio IV
representa pacientes caninos con metastasis ganglionar y el estadio V

representa a pacientes con metastasis a distancia.

En contraposicion, el sistema de estadificacion original (Owens, 1980)
asigno el mismo estadio de enfermedad, especificamente el estadio II, a un
perro con un tumor de pequeno y afectacion del linfonodo regional (N1+), asi
como designa a un perro con un tumor de mayor tamano (T2, 3-5 cm) sin
tener en cuenta el estatus del linfonodo (NO o N1), sugiriendo que el tamano
tumoral tenia la misma significacion pronoéstica que la positividad de afeccion
ganglionar. Ademas, de acuerdo con el sistema de estadiaje original de la OMS
un perro con un tumor mayor (T3) podria ser designado como Estadio III sin
tener en cuenta el estatus de los linfonodos (cualquier N) sugiriendo
nuevamente que el tamano del tumor es mas importante que la afectacion del

linfonodo regional (Tabla 2) (Sorenmo et al., 2011).
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Tabla 2. Sistema de estadiaje para los tumores de mama caninos.

SISTEMA OMS ORIGINAL SISTEMA OMS MODIFICADO
(Owens, 1980) (Rutteman et al., 2001)
Estadio I Tiab,c No Mo Estadio I T No Mo
To Ni Mo
Estadio II Tiabe Ny Mo Estadio II T2 No Mo
T2ap.c No6 Nia Mo
T3 abe N M - N M
1 1 3 0 0
Estadio Il | ojquier T | Cualquier No | M, | Estadiolll
Estadio v | Cualquier T Cualquier N M Estadio IV Cualquier T N: Mo
No existe Estadio V Estadio V Cualquier T Cualquier N M
T: Tumor primario (a, no fijado; b, fijado a la piel; T: Tumor primario
¢, fijado a musculo) Ti: <3 cm
To: no evidencia de tumor T2: 3-5 cm
Ti: < 3 cm (a,b,c) Ts: >5 cm

T2: 3-5 cm (a,b,c)
Ts: > 5 cm (a,b,c)
Ta: cualquier T, carcinoma inflamatorio

N: Estado del linfonodo regional N: Estado del linfonodo regional
No: No metastasis No: No metastasis
N1: Metastasis ipsilateral (a,b) Ni: Metastasis

Na: Metastasis bilateral (a,b)

M: Metastasis a distancia M: Metastasis a distancia
Mo: No metastasis a distancia Mo: No metastasis a distancia
M;i: Metastasis a distancia M;i: Metastasis a distancia

Los sistemas de estadiaje facilitan la estandarizaciéon de los datos de un
paciente de manera que los clinicos pueden comunicarse datos de una manera
concisa y consistente. Estos sistemas permiten la comparacion de pacientes
con similares caracteristicas tumorales, lo que es importante en la evaluacion
de nuevos tratamientos. Es mas, el estadiaje puede tener significancia
pronostica (Lana et al., 2007). En los sistemas de estadiaje mas utiles
clinicamente, el estadio se relaciona directamente con la progresion de la
enfermedad y, por lo tanto, esta implicado en el tratamiento: un estadio
avanzado confiere un peor pronéstico y un pronostico pobre tipicamente
requiere una terapia escalonada. De cualquier manera ninguno de los
sistemas de estadiaje mencionados, ha sido validado por su significancia
pronostica en estudios controlados (Sorenmo et al.,, 2011). Aunque la mayoria
de los estudios sobre factores pronésticos en los tumores de mama caninos no
se ajustan a los estandares, recientemente publicados por el Subcomité

Oncologico del Colegio Americano de Patdlogos Veterinarios (Webster et al.,
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2011), los resultados de muchos de los mayores estudios retrospectivos que
identifican el tamano del tumor, el estatus ganglionar y el estadio segin la
OMS como factores pronodstico son relativamente consistentes y
biologicamente plausibles: los tumores mas agresivos crecen mas rapido y, por
lo tanto, seran de mayor tamano y tendran mas predisposicion a desarrollar
subclones con poder metastasico y aquellos tumores que han metastatizado a
linfonodo regional han probado de esa manera su poder de metastasis
(Sorenmo et al., 2009). Asi, los sistemas de estadiaje basados en el tamano
tumoral y el estatus ganglionar confieren relativa significancia pronéstica y
proveen a los cirujanos y oncologos veterinarios datos para tomar decisiones

en cuanto al tratamiento se refiere (Lana et al., 2007; Sorenmo et al., 2011).

2.2.1.9. Factores prondsticos clinicos

Se han publicado numerosos estudios retrospectivos sobre factores
pronosticos en los tumores de mama caninos. Los factores que se han
encontrado estar mas consistentemente asociados con el pronéstico, de
acuerdo con los estudios mejor controlados y con mayor numero de animales,
incluyen el tamano tumoral, el estatus del linfonodo y el estadio clinico (Lana

et al., 2007; Sorenmo et al., 2011).

Tamano tumoral

Se describen tres diferentes categorias en referencia al tamano: T1: <3
cm, T2: 3-S5 cm y T3: > 5 cm (Owens, 1980; Rutteman et al, 2001). La
mayoria de los trabajos mas recientes utilizan esta categoria de tamanos
cuando se evalua el valor pronostico del mismo. Incluso cuando parece existir
un acuerdo general en cuanto a que el tamano tumoral confiere una
significancia pronoéstica, existen contradicciones a cerca de en qué categoria
cambia el pronédstico de una manera significativa hacia uno mas grave.
Kurzman y Gilbertson (1986) encontraron un cambio significativo en el riesgo
de recurrencia en aquellas perras con tumores de mama mayores de 3 cm. De
acuerdo con su estudio, los pacientes con tumores T1 tuvieron mejor
pronostico que los T2 y T3, no existiendo diferencias significativas entre estos
ultimos. Philibert et al. (2003) también encontraron diferencias significativas

en la supervivencia de perras con tumores menores de 3 cm (T1) y mayores de
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3 cm (T2 y T3). Yamagami et al (1996b), sin embargo, reportaron un
pronostico similar para los T1 y T2 siendo significativamente peor para los T3.
Chang et al. (2005) describieron que aquellos pacientes con tumores mayores
de 5 cm tuvieron una supervivencia significativamente mas corta que aquellos

con tumores menores de 5 cm.

Algunos de los estudios, con mayores tamafnos muestrales, sobre
factores pronoésticos en tumores de mama caninos no clasificaron las lesiones
segun las categorias de tamano mencionadas. A pesar de unas categorias de
tamano muy diferentes (<5, 5-10, 11-15, >15), Misdorp y Hart (1976)
documentaron que el tamano soélo resulté un factor pronédstico en aquellos
casos de carcinomas complejos cuando se corrigieron los datos para otras
variables. Shofer et al. (1989) y Hellmén et al. (1993) no confirmaron que el
tamano tumoral fuera un valor pronostico aunque su clasificacién no se baso
en aquellas (I-III) de la OMS. Incluso, aunque existen discrepancias de
acuerdo a la importancia del tamano como un factor pronoéstico y a qué
estadio-T se produce un cambio de pronéstico, la mayoria de los estudios
apoyan el uso de un sistema de clasificacion en el que el estadio del tumor
debe de clasificarse de acuerdo al tamano tumoral, dado que el tamano
tumoral aparenta tener una significancia pronéstica (Sorenmo, 2003; Sorenmo

etal,2011).

Segun lo anterior, parece que el pronostico cambia gradualmente en
funcion del incremento del tamano tumoral, pero el sistema modificado parece
capturar cambios cruciales en el pronostico basado tinicamente en el tamano
tumoral. Muchos de los estudios citados anteriormente, sin embargo, son
estudios de analisis univariante y no tuvieron en cuenta posibles asociaciones

entre el tamano tumoral y el estatus del linfonodo (Sorenmo et al., 2011).

Estatus ganglionar

De acuerdo con el sistema de estadiaje modificado, el estatus ganglionar
se clasifica en NO (no metastasis) o N1 (metastasis) basado en el estudio
mediante citologia o histopatologia (Rutteman et al., 2001). Un ganglio positivo
(N1) concuerda con un estadio IV de la enfermedad en el sistema de estadiaje

modificado. En el sistema original de la OMS, el estatus ganglionar esta

31



Revisién Bibliografica

determinado por el examen clinico o histopatologico y ademas especifica si el
linfonodo metastasico es ipsilateral/bilateral y si se encuentra fijado o no a
tejidos subyacentes. Esta informacion adicional influye en si el paciente es
clasificado en un estadio II o III de la enfermedad (Owens, 1980). Se ha
demostrado que el estatus ganglionar es un factor pronéstico en los tumores
de mama caninos (Misdorp et al., 1999). Sin embargo, estos mismos autores,
en estudios previos, habian indicado que dicho estatus no tenia valor
pronostico (Misdorp et al., 1976). Esto puede ser atribuido, en parte, al hecho
de que estos estudios eran de naturaleza retrospectiva: el estadiaje y los
procedimientos quirurgicos no estaban estandarizados y podrian haber sido
incompletos en términos de la evaluacion patoléogica del linfonodo regional,
provocando un fallo en la deteccion de la metastasis y, por lo tanto,
subestimando el estadiaje. Adicionalmente, la mayoria de estos estudios no
estaban jerarquizados en funcion del tipo tumoral; los sarcomas primarios de
glandula mamaria son tumores de alto grado de malignidad generalmente
asociados con peor pronédstico, pero como sarcomas, metastatizan tipicamente
por via hematogena y no afectan al ganglio linfatico. Estos casos tienen un
pronostico pobre a pesar de tener un estatus ganglionar negativo (No) (Hellmén

et al., 1993).

La eleccion de los puntos de evaluacion también es variable.
Idealmente, los puntos de evaluacion que se usan para determinar la
importancia de un valor pronoéstico variable deberian de ser tumor-especifico,
asi como los valores de remision, tiempo de progresion o la supervivencia

tumor-especifica (Webster et al., 2011).

Muchas perras con tumores de mama son viejas y mueren por otros
motivos; el hecho de no eliminar estos casos puede provocar un error en la
identificacion de factores de pronostico verdaderos, lo que seria, factores

asociados a un comportamiento biolégico agresivo (Lana et al., 2007).

La metastasis ganglionar demostré ser un factor pronoéstico significativo
en un amplio estudio retrospectivo que us6é como valor de evaluacion la
recurrencia del tumor y que incluia sélo perras con carcinomas en cuya
cirugia de mastectomia se habia incluido el ganglio linfatico regional (Kurzman

y Gilbertson, 1986). El estatus ganglionar también ha sido asociado con el
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pronoéstico en otros muchos estudios que han usado analisis multivariante
(Hellmén et al., 1993; Yamagami et al., 1996b; Nieto et al., 2000; Chang et al.,
2005).

Por otra parte, en Patologia Humana es una practica comun la
realizacion de analisis inmunohistoquimico usando anticuerpos anti-CKs para
detectar micrometastasis ocultas en linfonodos regionales negativos o dudosos
en el examen histologico rutinario. Mediante el empleo de estos analisis,
diversos investigadores han sido capaces de identificar pacientes con un
menor intervalo libre de enfermedad y un menor periodo de supervivencia
total. Esto ultimo es especialmente importante en casos de carcinomas de
mama lobulares caracterizados por la proliferacion neoplasica de células
epiteliales no cohesivas y de morfologia similar a la de los linfocitos (Cserni et
al., 2006; de Boer et al, 2010). En Medicina Veterinaria sélo existe una
referencia en la que se utiliza un anticuerpo frente a diferentes isotipos de CKs
en linfonodos regionales en casos de tumor de mama. En este trabajo, se
analizaron 119 ganglios linfaticos y se identificaron micrometastasis ocultas
en un 9,2% de los casos, no obstante la relevancia clinica de estos resultados

requiere mayor discusion (Matos et al., 2006).

Estadio tumoral

La informacion recogida acerca del tamano tumoral y el estatus
ganglionar se incluyen en ambos sistemas de estadiaje y proporcionan la
informacion necesaria para designar en qué estadio se encuentra el tumor.
Diversos estudios han valorado la significancia pronostica del estadio tumoral
de acuerdo con ambas clasificaciones de la OMS. Yamagami et al. (1996b)
usaron el sistema de estadiaje original y encontraron diferencias significativas
entre los estadios I, III y IV, no pudiendo ser analizadas las diferencias

respecto al estadio II debido a una baja n en este grupo.

El sistema de estadiaje modificado ha sido usado en dos estudios mas
recientes; Chang et al. (2005) encontraron diferencias significativas entre
perras con estadios I, II o III y aquellas en estadio IV o V, sin embargo no se
realizaron comparaciones detalladas entre cada uno de los estadios. Philibert

et al. (2003) también describieron que el estadio tumoral tenia valor prondstico
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teniendo los pacientes en estadio I una vida significativamente mayor que
aquellos en estadio mas avanzado. Los estudios sobre estadiaje y pronédstico
adolecen normalmente de las mismas limitaciones, como son la falta de
estandarizacion de los métodos de estadiaje, de los procedimientos quirtirgicos
y de los estudios de seguimiento. Estas limitaciones referidas a la recoleccion
de datos y las variaciones en el tratamiento de los pacientes pueden resultar
en una sobre-estimacion o sub-estimaciéon del estadiaje y, por tanto, provocar

analisis sesgados (Webster et al., 2011).

2.2.2. CARACTERISTICAS HISTOLOGICAS

Los tumores mamarios caninos se caracterizan por su complejidad
estructural, variabilidad histomorfolégica y por las diferentes origenes

supuestos para diferentes tipos tumorales.

2.2.2.1. Clasificacion

Los criterios que se utilizan para clasificar las neoplasias de la mama
canina son similares a los utilizados en todos los tipos de neoplasias:
comportamiento biolégico y morfologia, pudiendo ser esta ultima descriptiva o
histogenética, y la clasificacion ideal es aquélla que atina ambos criterios.
Desde hace algo mas de 10 afnos se utilizan para la mayoria de los estudios las
clasificaciones de Misdorp que han demostrado poseer cierto valor pronoéstico.

(Misdorp et al., 1999; Misdorp, 2002).

Las clasificaciones histolégicas mas recientes de las neoplasias de la
glandula mamaria de la perra son: la nueva clasificacion de los "Tumores de la
Glandula Mamaria en el Perro y el Gato" de la OMS (Misdorp et al., 1999), que
se basa en criterios de valor pronoéstico mas que en criterios morfologicos; la
clasificacion de Benjamin et al. (1999), de tipo morfolégico-histogenético, y la
clasificacion de la ultima edicion del libro de D.J. Meuten "Tumors in
Domestic Animals", que ha sido elaborada por el mismo autor que la
clasificacién de la OMS (Misdorp, 2002) y que es idéntica, salvo una excepcion
aislada, a la clasificacion de la OMS (Misdorp et al, 1999). Estas

clasificaciones habran de demostrar en el futuro su utilidad, ya que el
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verdadero valor de una clasificacion de cualquier tipo de neoplasia debe
juzgarse por su capacidad para predecir el comportamiento biolégico post-

quirurgico de la enfermedad.

La clasificacion mas frecuentemente usada por los patélogos
veterinarios para clasificar histologicamente los tumores de mama caninos es

la de Misdorp et al. (1999).

Recientemente, Goldschmidt et al. (2011) han publicado una nueva
clasificacion histolégica para los tumores de mama que difiere
sustancialmente de la de 1999. En esta nueva propuesta de clasificacion se
han anadido nuevos tipos histologicos no descritos previamente, se han
simplificado/eliminado algunos tipos histolégicos y se han reagrupado otros.
Sin embargo, esta nueva propuesta de clasificacion no ha sido utilizada atun

en ningun estudio.

2.2.2.2. Factores prondésticos histologicos

Segun Lana et al., en la ultima edicion del libro "Small Animal Clinical
Oncology" de Stephen J. Withrow y E. Gregory MacEwen (2007), las
caracteristicas histologicas de los carcinomas de mama caninos que tienen
valor pronoéstico probado son ocho: 1) el grado histolégico de malignidad; 2) el
grado de diferenciacion nuclear; 3) el tipo histolégico de tumor; 4) la presencia
de un infiltrado linfocitario en la vecindad del tumor; 5) el crecimiento
infiltrante en los tejidos vecinos; 6) la presencia de émbolos de células
neoplasicas; 7) la tasa de proliferacion de la neoplasia; y 8) el contenido en
receptores de hormonas esteroideas. Para Misdorp (2002), en la tltima edicion
del libro "Tumors in Domestic Animals" de D.J. Meuten, sin embargo, el grado
de diferenciacion nuclear y el infiltrado linfocitario no son factores pronésticos

claros.

1. Grado histolégico de malignidad

El grado histolégico de malignidad evaltia, basicamente, el grado de
diferenciacion de la neoplasia, y en la perra se analiza mediante sistemas de

gradacion histolégica y nuclear que son modificaciones del sistema propuesto
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por Bloom y Richardson, en 1957, para evaluar el grado de malignidad en el
carcinoma de mama humano. Los sistemas de gradacion clasicos son el de
Gilbertson et al. (1983) y el de Lagadic y Estrada (1990), y los propuestos mas

recientemente se basan en los mismos criterios (Misdorp, 2002).

Gilbertson et al. (1983) desarrollaron un sistema de gradacion
histologica para carcinomas de mama de perra y observaron que los
carcinomas que tenian un grado histoloégico O (carcinoma in situ o no
infiltrante) tenian una probabilidad de recidivar o metastatizar en los 2 anos
siguientes a la extirpacion quirargica del 19%; los de grado I (invasion
estromal) de un 60% y los de grado III (con invasion de vasos linfaticos y
sanguineos) de un 97%. Lagadic y Estrada (1990) elaboraron un sistema de
gradacion basado en el de Bloom y Richardson (1957) con el que evaluaron los
tumores malignos de mas de 9000 perras. Al realizar un estudio de correlaciéon
entre el grado histolégico de malignidad y el tiempo de supervivencia después
de la cirugia (el periodo de seguimiento fue de 2 anos), observaron que las
tasas de supervivencia fueron del 86% en las perras con tumores de grado I,
del 43% en las perras con tumores de grado II y del 17% en las perras con
tumores de grado III. Otros autores han utilizado combinaciones de distintos
sistemas de gradacion histologica, tanto humanos como caninos, como Pena
et al. (1998), que llegaron a la conclusion de que la combinacién de los
sistemas de gradacion humanos de Scarff y Torloni (1968) y Bloom y
Richardson (1957), junto con el criterio de invasion vascular de Gilbertson et
al. (1983), podian ser de valor pronédstico en el perro porque el grado
histologico de malignidad y el grado de pleomorfismo nuclear se relacionaban
con un menor tiempo de supervivencia total. Todos los sistemas de gradacion
histolégica consisten, basicamente, en valorar tres criterios: 1) el grado de
diferenciacion histolégica (formacién de tubulos); 2) el grado de anaplasia
(anisocariosis) y 3) el nimero de mitosis (nimero de mitosis en 10 campos de
400 aumentos). A cada criterio se le asigna una puntuacion que varia con los

sistemas propuestos.

2. Grado de diferenciacion nuclear

El grado de diferenciaciéon nuclear evalua, basicamente, el grado de

pleomorfismo nuclear o de anisocariosis. Aunque este criterio esta incluido en
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la evaluacion del grado histologico de malignidad, algunos autores han
realizado estudios de valor pronostico basados en este Unico criterio.
Gilbertson et al. (1983) establecieron tres grados de diferenciaciéon nuclear:
Grado nuclear 1 o grado mas pobre de diferenciacion (pleomorfismo alto,
cromatina densa, nucléolos grandes y maultiples, numerosas figuras de
mitosis, anaplasia); Grado nuclear 2 o grado de diferenciacion moderada
(pleomorfismo medio, cromatina irregular, nucléolos prominentes) y Grado
nuclear 3 o grado de diferenciacion alta (pleomorfismo bajo, cromatina fina y
nucléolo poco evidente). Estos autores comprobaron que el grado de
diferenciacion nuclear guardaba relacion con el periodo libre de enfermedad.
En un primer estudio encontraron que habia diferencias entre los tumores de
grado nuclear 1 y los de grados nucleares 2 y 3 en cuanto a la tasa de
recidivas en los 24 meses siguientes a la cirugia, que fueron del 98% y del
55%, respectivamente (Gilbertson et al., 1983). Posteriormente comprobaron
esta misma relaciéon en los tres grupos de animales, siendo las tasas de
recidiva o metastasis de los tumores de grados nucleares 1, 2 y 3 del 90%,
68% y 24%, respectivamente (Kurzman y Gilbertson, 1986). Sin embargo,
Misdorp (2002) considera que la determinacion independiente del grado de
anaplasia, de la actividad mitotica y del pleomorfismo nuclear no son factores
pronosticos en el carcinoma de mama de perra. Asi, algunos autores no han
encontrado relacion entre la supervivencia y el grado nuclear (Benazzi et al.,

1995).

3. Tipo histolégico: Clasificacion histolégica de los tumores mamarios caninos

El tipo histologico de carcinoma de mama tiene valor pronéstico en la
perra, al igual que sucede en la mujer (Rosai, 1996; Robbins et al., 1999; Ellis
et al.,, 2007). Segun la ultima clasificacion de las neoplasias de la glandula
mamaria de la perra propuesta por la Organizacion Mundial de la Salud
(Misdorp et al., 1999), los carcinomas de mama caninos se clasifican en siete

grandes grupos: 1) carcinoma no infiltrante o "in situ" (una neoplasia epitelial

con caracteristicas histologicas de malignidad que no ha invadido la

membrana basal); 2) carcinoma complejo (un carcinoma constituido por

células similares a células epiteliales luminales y a células mioepiteliales); 3)

carcinoma simple (un carcinoma constituido por un solo tipo celular que es

similar o bien a las células epiteliales luminales o bien a las células
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mioepiteliales); 4) tipos especiales de carcinoma (de células fusiformes, de

células escamosas, mucinoso y rico en lipidos); 5) sarcomas (fibrosarcoma,

osteosarcoma, otros sarcomas); 6) carcinosarcoma (un tumor constituido por

células que morfolégicamente se parecen a componentes epiteliales malignos,
luminales y/o mioepiteliales, y por células que, morfolégicamente, se parecen

a elementos malignos del tejido conjuntivo); y 7) carcinoma o sarcoma en

tumor benigno (tumores benignos, bien sea adenomas complejos o bien

tumores mixtos benignos, que presentan focos de células de apariencia

histolégica maligna o nodulos independientes constituidos por dichas células).

Segun esta clasificacion, los datos de estudios previos indican que la
relacion entre el tipo histolégico y la agresividad biologica de la neoplasia
aumenta de acuerdo con el siguiente esquema: Carcinoma complejo < (menos
agresivo que) Carcinoma simple tubulo-papilar < Carcinoma simple sélido <
Carcinoma anaplasico (Else y Hannant, 1979; Misdorp y Hart, 1976; Parodi et
al., 1983; Misdorp et al.,, 1999). Dentro de los tumores de tipo histologico
especial, los de peor pronéstico son los carcinomas de células escamosas,
seguidos de los sarcomas (fibrosarcoma, osteosarcoma) y del carcinosarcoma.
Los carcinomas de células fusiformes, los carcinomas mucinosos y el
carcinoma rico en lipidos (Espinosa de los Monteros et al., 2003; Pérez-
Martinez et al., 2005) son poco frecuentes y el Carcinoma o Sarcoma en tumor
benigno se da con mayor frecuencia pero hay poca informacion sobre su

pronostico.

El valor pronéstico del tipo histolégico de carcinoma de mama en la
perra habia sido analizado previamente en numerosos estudios con resultados
similares a los expuestos en la nueva clasificacion de la OMS (Bostock 1975;
Misdorp y Hart 1976; Monlux et al., 1977; Misdorp y Hart 1979a; Brodey et
al., 1983; Gilbertson et al., 1983; Bostock, 1986; Kurzman y Gilbertson, 1986;
Hellmen et al., 1993; Misdorp et al.,, 1999). En algunos estudios se comprobo,
ademas, que el tipo histoléogico era un factor pronéstico independiente
(Misdorp y Hart 1976; Shofer et al.,, 1989; Hellmén et al., 1993; Yamagami et
al., 1996b; Pérez Alenza et al., 2000; Philibert et al., 2003). Sin embargo, las
clasificaciones utilizadas por los distintos autores no han sido siempre

estrictamente comparables, lo que condiciona que la evaluacion de los
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resultados obtenidos haya de realizarse siempre teniendo en cuenta la

clasificacion que se ha utilizado (Ordas, 2009).

La considerable variacion morfologica y la complejidad de los tumores
de mama de la perra son las causas fundamentales de la existencia de
numerosas clasificaciones. Sirva como ejemplo la simultanea aparicion de otra
clasificacién (Benjamin et al., 1999) que no coincidia plenamente con la de la
OMS (Misdorp et al., 1999) y que también contenia informacién pronéstica.
Esta clasificacion incluia conceptos de las dos clasificaciones mas utilizadas
hasta el momento de su publicacion, la primera clasificacion de los tumores
de la glandula mamaria de los animales domésticos publicada por la OMS
(Hampe y Misdorp, 1974) y la de Moulton de 1990, y aunque contienen
elementos comunes con la nueva de la OMS (Misdorp et al., 1999) como, por
ejemplo, el "Carcinoma o Sarcoma en tumor benigno", tenia también algunas
diferencias. Asi, se introdujo el concepto y el término de "carcinoma ductal"
para referirse a las neoplasias que se originan en los conductos
intralobulillares o interlobulillares y que, segin ellos, tenia una tasa de
metastasis mayor que el otro tipo de carcinomas que distinguen, el
"adenocarcinoma". El "carcinoma ductal " corresponderia al "carcinoma solido"
de la primera clasificacion de la OMS (Hampe y Misdorp, 1974) y al
"carcinoma lobulillar" en la clasificacion de Moulton (1990), mientras que el
"adenocarcinoma" corresponderia al "adenocarcinoma tubular, papilar y
papilar quistico" (Hampe y Misdorp, 1974) y al "adenocarcinoma lobulillar y

papilar” de Moulton (1990).

4. Infiltrado inflamatorio linfocitario

La presencia de un infiltrado de linfocitos en la vecindad de un tumor
puede indicar la existencia de una respuesta inmune frente al tumor y se ha
observado que guarda relacion con el periodo libre de enfermedad tras la
cirugia (Gilbertson et al., 1983). Asi, las perras con carcinomas sin infiltrado
linfocitario tenian un mayor riesgo de desarrollar recidivas en los dos anos
siguientes a la cirugia del tumor primario en comparacion con los animales
cuyos tumores si presentaban el infiltrado. Por otro lado, estos mismos
autores observaron que los carcinomas de grado histolégico de malignidad I

con reaccion linfocitaria tenian una probabilidad de recidivar en los dos anos
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siguientes a la cirugia del 45%, frente al 83 % de las perras con tumores del
mismo grado histologico pero sin reaccion inflamatoria. Sin embargo, este
factor no es unanimemente aceptado como pronéstico por todos los autores

(Misdorp, 2002).

En contraposicion a los datos anteriores, recientemente, Kim et al
(2010) han demostrado el predominio de linfocitos T en los infiltrados
linfocitarios asociados a tumores de mama, siendo mayor la poblacion de
células T que infiltran los tumores metastasicos que los no metastaticos. En el
mismo estudio también se asocio la expresion de las interleuquinas IL-1, IL-6
y del TNF-a a caracteristicas histologicas de malignidad. Estrela-Lima et al.,
también en 2010, han reportado similares resultados asociando la expresion
de linfocitos T-CD4 y T-CD8 a fenémenos de metastasis y menor tiempo de

supervivencia total.

5. El crecimiento infiltrante en los tejidos vecinos (Invasién estromal)

El carcinoma de mama canino con crecimiento infiltrante en los tejidos
adyacentes tiene peor pronéstico que el carcinoma de mama canino con
crecimiento expansivo. El valor pronostico de esta caracteristica histologica del
carcinoma de mama canino se ha comprobado tanto en estudios de
correlacion con el tiempo de supervivencia como con el periodo libre de
enfermedad (Bostock, 1986; Madewell y Theilen, 1987; Hellmén et al., 1993;
Lana et al.,, 2007). En general, la tasa de mortalidad en los dos afos siguientes
a la cirugia entre las perras con carcinoma de mama infiltrante es del 80%
mientras que la de las perras con carcinoma de mama no infiltrante es del
40% (Misdorp y Hart, 1979a; Bostock, 1986; Yamagami et al., 1996b). En los
estudios que utilizan como variable de referencia el tiempo libre de
enfermedad se ha observado una relacion similar. Bostock (1975) encontro
que el 65% de las perras con carcinoma infiltrante presentaron recidivas
después de la extirpacion quirurgica completa (comprobado histolégicamente)
del tumor. Gilbertson et al. (1983) encontraron una correlacion directa entre la
extension de la enfermedad maligna en el momento de la cirugia y el riesgo de
desarrollar tumores secundarios o recidivas del carcinoma invasor. Asi, el 72

% de los tumores que invadian estructuras adyacentes, sin invasion de los
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vasos linfaticos o sanguineos, recidivaban o desarrollaban tumores de novo en

menos de 2 anos.

Por otra parte, los resultados de un reciente estudio han puesto de
manifiesto, mediante el analisis de expresion de la calponina, que al menos un
tercio de los tumores de mama diagnosticados como carcinomas infiltrativos
de grado I presentaban una barrera de células mioepiteliales/membrana basal
completa y, por lo tanto, satisfaciendo los criterios de un mejor pronoéstico

(Sanchez-Céspedes et al., 2011).

6. La presencia de émbolos de células neopldsicas (Invasion vascular)

La presencia de émbolos de células neoplasicas, observados en el
examen histopatolégico del tumor primario, es wun factor pronostico
controvertido. Para algunos autores, influye de manera desfavorable en el
pronodstico del carcinoma de mama canino (Misdorp, 2002; Lana et al., 2007),
porque este hecho se ha comprobado tanto en estudios de correlacion con el
tiempo de supervivencia (Parodi et al., 1983; Estrada et al., 1984; Yamagami et
al., 1996b), como con el periodo libre de enfermedad (Gilbertson et al., 1983;
Kurzman y Gilbertson, 1986; Lagadic y Estrada, 1990). Sin embargo, Misdorp
y Hart (1976) y Hellmén et al. (1993) no encontraron relacion entre la

presencia de invasion vascular y el tiempo de supervivencia.

7. La tasa de proliferacion de la neoplasia

El valor pronoéstico de la tasa de proliferacion del carcinoma de mama
canino ha sido analizado por distintos métodos, como la citometria de flujo
para determinar la fraccién de células que se encuentran en la fase S del ciclo
celular y el contenido en ADN (Scanziani et al., 1991; Hellmén et al., 1993;
1995; Pérez Alenza et al., 1995; 2000), las técnicas inmunohistoquimicas para
evaluar la presencia de antigenos que se expresan durante el ciclo celular,
como el Ki67 y el PCNA (Lohr et al.,, 1997; Pena et al., 1998; Queiroga et al.,
2001) y la técnica del AgNOR para determinar el numero de regiones
organizadoras del nucléolo (Bostock et al., 1992; Destexhe et al., 1995; Lohr et
al., 1997). En general, estos métodos han aportado datos indicativos de valor

pronostico desfavorable, analizado en tiempo de supervivencia, para los
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niveles altos de proliferacion. Ademas, se ha reportado una correlacion inversa
entre el aumento de expresion de los marcadores de proliferacion celular (Ki67
y el PCNA) y los receptores de estrogenos (Kumaraguruparan et al., 2006;
Morris et al, 2009) y la continuidad de la barrera de células mioepiteliales

(Sanchez-Céspedes et al., 2011).

8. Receptores hormonales

En la mujer, la presencia de receptores de estrogenos y/o de
progesterona es uno de los factores pronésticos absolutos del carcinoma de
mama (Rosai, 1996). Los carcinomas de mama hormono-dependientes tienen
mejor pronostico que los que no lo son. Asi, el periodo libre de enfermedad y el
tiempo de supervivencia post-quirurgicos son mayores (Mauriac et al., 1989;
Rosai, 1996; Allred et al.,, 1998; Masood, 2005; Knoop et al., 2007). Ademas,
las pacientes con carcinoma de mama hormono-dependiente (que tiene
receptores  hormonales) responden a  manipulaciones endocrinas
postquirargicas de manera favorable, es decir, que el tratamiento endocrino
adyuvante a la cirugia se asocia a mayor supervivencia global y mejor calidad
de vida que las no tratadas. El 70%, aproximadamente, se beneficiaran
clinicamente del tratamiento endocrino adyuvante a la cirugia (Mauriac et al.,,

1989; Rosai, 1996; Allred et al., 1998; Masood, 2005; Knoop et al., 2007).

En la perra se conocen menos datos que en la mujer sobre este tema
pero si se ha comprobado, primero, que algunos carcinomas de mama tienen
receptores hormonales (MacEwen et al., 1982; Elling, 1983; Martin et al.,
1984; Parodi et al.,, 1984; Rutteman et al, 1988b; Donnay et al, 1989;
Rutteman, 1990; Sartin et al.,, 1992; Donnay et al.,, 1993), y segundo, que la
presencia de receptores hormonales se asocia a una mejor evolucién clinica, es
decir, que es un factor pronostico favorable en el carcinoma de mama canino
(Mialot et al., 1982b; Parodi et al., 1984; Martin et al., 1984; Donnay et al,
1989; Rutteman, 1990; Sartin et al., 1992). Ahora bien, todos estos trabajos
citados se llevaron a cabo utilizando métodos bioquimicos de deteccién de los
receptores hormonales. Los métodos inmunohistoquimicos se empezaron a
emplear hace casi dos décadas (Manzel et al., 1995; Geraldes et al., 2000;
Nieto et al.,, 2000; Martin de las Mulas et al., 2005) y, sin embargo, son

escasas las referencias en las que se ha analizado el valor pronoéstico de la
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presencia de receptores de estrogenos (Nieto et al., 2000) y estrogenos y
progesterona (Martin de las Mulas et al., 2005; Millanta et al., 2005; Chang et
al., 2009) en el carcinoma de mama canino, con resultados comparables a los
obtenidos en estudios previos de las especies humana y canina. Otros
estudios también senalan que la pérdida de expresion de receptores
hormonales se asocia a factores clinicopatolégicos desfavorables

(Kumaraguruparan et al., 2006; Morris et al., 2009).

9. Factores pronésticos auxiliares

AUGn teniendo en cuenta los criterios anteriores, es complicado
determinar el curso de la enfermedad incluso en pacientes sin evidencia de
metastasis en ganglios axilares. En la especie humana, el tumor recidivara en
aproximadamente el 30% de las mujeres sin metastasis en linfonodo, y
algunos autores han propuesto que todas las pacientes, incluso aquellas que
no tienen metastasis en linfonodo, reciban terapia adyuvante sistémica. Sin
embargo, ya que esta terapia no esta desprovista de riesgos (Kinne et al.,
1981), se ha convertido en un objetivo importante en la investigacion del
cancer de mama la identificacion de biomarcadores que puedan separar a las
pacientes con buen pronédstico de aquellas que necesiten terapia adicional, ya
que lo mas probable es que desarrollen recidivas y metastasis y, por tanto,

sean quienes mas probablemente se beneficien de la terapia adyuvante.

Existe la esperanza de que diferentes marcadores celulares analizados
inmunohistoquimicamente y usados como marcadores pronéstico puedan ser
empleados rutinariamente en el estudio de los tumores de mama caninos Yy,
asi, dar una mayor y mas detallada informacion diagnostica al clinico que le
ayude en la eleccion del tratamiento. Sin embargo, a pesar de la amplia
cantidad de estudios inmunohistoquimicos existentes en la literatura, no se
han adoptado para su uso rutinario tales marcadores para la Medicina

Veterinaria (Morris, 2010).
Este hecho no es sorprendente, cuando se hace una comparacion con

Medicina Humana, donde sélo tres marcadores se usan de manera rutinaria

para el analisis de los tumores de mama, como son los receptores de estrogeno
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y progesterona y la proteina HER-2, a pesar de la gran cantidad de estudios

inmunohistoquimicos que existen en medicina humana (Geyer et al., 2009).

En la actualidad, no hay ningin biomarcador que sea Unico para el
carcinoma de mama canino. Sin embargo, hay varios marcadores que han
mostrado ser esperanzadores como factores pronosticos, como el homoélogo de
fosfatasa y tensina (PTEN) o la proteina HER-2 (Martin de las Mulas et al,
2003; Ressel et al., 2009; Klopfleisch et al., 2011). La aplicacion de una
variedad de anticuerpos monoclonales junto con otros parametros
establecidos constituye una ayuda en el diagnodstico, pronéstico y tratamiento

del carcinoma de mama canino (Zaidan-Dagli et al., 2008).

2.2.3. TRATAMIENTO

Hasta la fecha, los tumores de mama representan una patologia
eminentemente quiruargica. Las técnicas de abordaje varian en funcion del
tamarno, la localizacion y el numero de tumores presentes en el momento de la
consulta e incluyen desde la tumorectomia hasta la mastectomia radical
unilateral o bilateral con distintas pautas de reseccion de los ganglios
linfaticos regionales (axilar e inguinales superficiales) (Ferguson, 1985; Sautet
et al.,, 1992; Lana et al.,, 2007). Recientemente se ha recomendado realizar
mastectomias mas amplias debido a que en un 60% de los casos se producen
nuevos tumores en el parénquima mamario no extirpado en cirugias previas
(Stratmann et al,, 2008). Esta comunicacion deberia hacer reflexionar a los
clinicos a la hora de planificar las cirugias, sobre todo en pacientes con alguna
otra patologia cronica que aumente el riesgo de someter al paciente a una

segunda anestesia general para extirpar un tumor recidivante.

Los posibles tratamientos adyuvantes a la cirugia son la quimioterapia,
la inmunoterapia y la terapia hormonal, pero en Medicina Veterinaria se
utilizan poco. Asi, no hay todavia ningiin protocolo de quimioterapia que haya
demostrado ser efectivo en las perras con carcinoma de mama, aunque se ha
observado actividad anti-tumoral de la doxorrubicina en estudios in vitro
(Sartin et al., 1993). No obstante, se sigue trabajando en la busqueda de

nuevos agentes quimioterapicos que, in vitro, han demostrado poseer actividad
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antitumoral en lineas celulares de tumores de mama caninos (Yamada et al.,

2008; Watanabe et al., 2009).

Por otra parte, también recientemente, se ha empleado un analogo
sintético de la vasopresina, la desmopresina, que in vivo ha demostrado
aumentar significativamente el periodo libre de enfermedad y el tiempo de

supervivencia total en perras con cancer mamario (Hermo et al., 2011).

El uso de protocolos de inmunoterapia adyuvante a la cirugia con
moduladores inespecificos de la respuesta inmune, como el levamisol, el
Corynebacterium parvum con Bacillus Calmette-Guérin (BCG) (Parodi et al.,
1983; MacEwen et al., 1985) y el "liposome-encapsulated muramyl tripeptide
phosphatidylethanolamine (L-MTP-PE)" (Teske et al., 1998) no parece ser
tampoco mas efectivo que la cirugia exclusiva, aunque algunos autores
indican efectos favorables in vitro del interferon-gamma (Whitley et al., 1995).
Por otra parte, se han realizado ensayos en la fabricacion de vacunas

ologénicas que tendrian un cierto poder antitumoral (Bird et al., 2008).

El tratamiento endocrino presenta sustanciales diferencias entre la
especie humana y la canina. En la mujer, el uso de tratamiento endocrino de
tipo adyuvante a la cirugia en el carcinoma de mama es rutinario y sus
resultados son los siguientes: un 70%, aproximadamente, de las pacientes con
tumores que presentan receptores hormonales y un 10% a 30% de las
pacientes cuyos tumores no presentan receptores hormonales responden a
distintos tipos de manipulaciones endocrinas con alivio de la sintomatologia
(disminuyen las lesiones clinicamente detectables debidas a metastasis y se
retrasa la aparicion de recidivas) y el consiguiente aumento de la
supervivencia (Mauriac et al, 1989; Allred et al, 1998). El tratamiento
endocrino que se utiliza en la mujer es de tipo aditivo (drogas con actividad
"anti-hormona"), aunque en la década de los 70, que es cuando se empezo a
utilizar este tipo de tratamiento de forma rutinaria, se practicaban
tratamientos ablativos (ovariectomia, fundamentalmente) (Baulieu y Mester,
1989).

En la perra se han ensayado dos tipos de tratamientos endocrinos: el

ablativo (quirtrgico o médico) y el aditivo (drogas con actividad anti-
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estrogenos, particularmente el tamoxifeno). Entre los tratamiento ablativos, el
mas usado es la ovariectomia simultanea a la cirugia mamaria en perras
enteras, habiéndose ensayado el bloqueo farmacolégico del eje hipotalamo-
hipofisis-ovario en perras enteras con tumores de mama utilizando un analogo
de la LHRH (Goserelin) (Lombardi et al., 1999). EIl uso de tamoxifeno, una
droga anti-estrogénica usada ampliamente en casos de cancer de mama en
mujeres (Cuzick et al, 2011), se ha empleado en casos de tumores de mama
en perra. Sin embargo, la tendencia generalizada es desaconsejar su uso por
la ineficacia anti-tumoral y/o los efectos secundarios del tratamiento con anti-
estrogenos (Morris et al.,, 1993; Lana et al.,, 2007). Sin embargo, recientemente
se ha reportado su uso con resultados esperanzadores (Tavares et al., 2010).
Por otra parte, también muy recientemente, se ha reportado como un
antagonista de los receptores de progesterona, la aglepristona, tiene efectos
antiproliferativos in vivo en perras con tumores de mama (Guil-Luna et al.,

2011).

El posible efecto protector de la ovariectomia practicada en el momento
de la cirugia de los tumores de mama malignos en la perra es muy
controvertido. Aunque muchos veterinarios la practican de forma sistematica,
hay muy pocos estudios prospectivos y con datos estadisticos. Dos estudios,
con estas garantias, indican que la ovariectomia practicada en el momento de
la cirugia no ejerce ningun control sobre desarrollo de metastasis del tumor
extirpado ni tampoco tiene efecto protector sobre el desarrollo de nuevos
tumores (Yamagami et al.,, 1996a; Morris et al., 1998; Philibert et al, 2003),
pero ya habia estudios previos en el mismo sentido (Brodey et al., 1966;
Brodey et al.,, 1983). Sin embargo, otros autores si han encontrado un efecto
significativo en el tiempo de supervivencia tras la cirugia relacionado con la

ovariectomia peri-quirargica (Sorenmo et al., 2000; Chang et al., 2005).

Actualmente, no hay informacion disponible sobre la utilidad de la
radioterapia como tratamiento alternativo-paliativo a la cirugia que deberia
utilizarse cuando el tumor es inaccesible al tratamiento quirdrgico por su
tamano o extension local (Lana et al., 2007). En el carcinoma inflamatorio si se
ha utilizado y proporciona remisiones a corto plazo (Madewell y Theilen 1987;

Lana et al., 2007). El uso de quimioterapicos tampoco esta extendido (Lana et
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al., 2007), pero se trabaja en busqueda de nuevas alternativas en este grupo

de farmacos (Thamm et al., 2011).

Por 1ultimo, y para la forma clinica de los carcinomas inflamatorios, se
ha reportado que el uso de inhibidores de la enzima COX-2 aumenta
significativamente el periodo de supervivencia en estos casos, siendo de 7 y
185 dias las medias del periodo de supervivencia total en los grupos que no
recibieron y que recibieron, respectivamente, tratamiento con anti-

inflamatorios no esteroideos COX-2 selectivos (Souza et al., 2009).

2.2.4. ETIOPATOGENIA: CARCINOGENESIS

La evidencia de que el cancer tiene un origen genético es ya irrefutable
(Vogelstein et al., 2000; Ponder, 2001; Vogelstein y Kinzler, 2004). La
unificacion de los distintos hallazgos en el ambito de la patologia, la biologia
de la radiacién, la estructura del ADN, la microbiologia, la epidemiologia y la
citogenética en los afios 50, 60 y 70 facilitaron la identificaciéon de una gran
cantidad de genes relacionados con distintos tipos de cancer. A pesar de que el
concepto, universalmente aceptado, de que el cancer se origina merced a
alteraciones en determinados genes, las dianas principales de la lesion
genética son tres clases de genes reguladores normales: los protooncogenes
que estimulan el crecimiento, los genes supresores del cancer que inhiben el
crecimiento (antioncogenes) y los genes que regulan la muerte celular

programada o apoptosis.

Los alelos mutantes de los protooncogenes se denominan oncogenes. Se
consideran dominantes porque transforman las células a pesar de la
existencia de su contrapartida normal. Por otra parte, para que se produzca la
transformacion, la lesion debe afectar a los dos alelos normales de los genes
supresores del tumor. Los genes que regulan la apoptosis pueden ser
dominantes, como sucede con los protooncogenes, o comportarse como genes

supresores del cancer.

La transformacion de una célula normal en tumoral es un proceso con

multiples pasos en el que adquiere la capacidad de proliferar de manera
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autonoma, de evadirse de la vigilancia del sistema inmune, asi como de los
procesos de apoptosis y de desarrollar habilidades de invasion y metastasis.
De este modo, en muchos tipos de cancer se requiere de la acumulacion de
multiples aberraciones celulares para que se cree una célula maligna con la
capacidad de formar metastasis mas alla del tumor primario (Franks y Teich,

1997).

El modelo de "Iniciacién, Promocion y Progresion" (IPP) o de
“Carcinogénesis Escalonada” (Moolgavkar et al., 1980a, 1980b) es un punto
de partida util para definir las bases genéticas del cancer. A diferencia de las
enfermedades producidas por defectos en un solo gen, el cancer es una
enfermedad compleja y multigénica, y este modelo explica su desarrollo a

partir de una progresion secuencial de mutaciones.

En el modelo IPP, una mutacion genética (hereditaria, espontanea,
biolégica, quimica o fisica) dota a una célula somatica con un ilimitado
potencial replicativo o con otras ventajas a nivel de supervivencia o
crecimiento, con respecto a otras células de su medio ambiente (Fase de
Iniciacion). Por si sola, esta mutacion no es suficiente para dar lugar a un

tumor, ya que la célula sigue estando limitada por factores ambientales.

Una segunda mutaciéon (o una serie de mutaciones) en la progenie de la
célula iniciada mediante la accion de distintos agentes promotores aumentaria
mas la capacidad de la célula para competir con las vecinas en su entorno,
llevando este potencial de expansion a una masa tumoral reconocible (Fase de

Promocion).

Por ultimo, una tercera serie de mutaciones sobre las células iniciadas,
o bien sobre células hiperpldsicas, displdsicas o neopldsicas benignas, conduce
a un mayor grado de error en las sucesivas divisiones celulares lo que refuerza

el potencial de las células malignas (Fase de Progresion).

A diferencia de la especie humana, existen pocos datos sobre los
mecanismos y las moléculas que contribuyen al desarrollo del cancer de
mama canino. La deficiencia de datos se ve incrementada por la falta de

especificidad o inexistencia total de herramientas de estudio molecular en la
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especie canina, por tamanos muestrales bajos y por la carencia de estudios
con seguimiento clinico, aspecto este ultimo esencial para establecer una
significancia clinica a los datos sobre el estudio de una molécula dada

(Klopfleisch et al., 2011).

Debido a que el cancer de mama espontaneo canino ha sido propuesto
como modelo de estudio para la especie humana, las similitudes y las
diferencias en sus alteraciones moleculares se han tornado de gran interés
para la comunidad cientifica (Vail y MacEwen, 2000; Klopfleisch et al., 2011;
Mouser et al., 2010; Rivera y von Euler, 2011). A continuacion se resumen los
conocimientos actuales en cuanto a las principales moléculas que pudieran
ayudar a comprender mejor la etiopatogenia asi como implementar métodos de

diagnostico, pronostico y tratamientos mas eficaces.

2.2.4.1. Oncogenes

La proliferacion celular en los tejidos no neoplasicos esta regulada por
varias vias, incluyendo los reguladores del ciclo celular. Los tumores se
caracterizan por poseer unos niveles de proliferacion celular aumentada
cuando se comparan con el tejido normal del que provienen. Por tanto los
tumores de mama debieran de poseer mayores niveles de expresion de
proteinas favorecedoras del crecimiento y proliferacion celular (Stricker y

Kumar, 2010; Klopfleisch et al., 2011).

Los oncogenes estan directamente implicados en progresion del ciclo
celular, como miembros de los puntos de control del ciclo celular (ciclinas y
ciclinas dependientes de quinasas (CDK)) o como miembros de otras vias que
indirectamente inducen el ciclo celular, como son los factores de crecimiento.
De la vasta familia de proteinas involucradas directamente en el ciclo celular
(Fig. 8) solo las ciclinas A y D1 han sido estudiadas en los tumores de mama
caninos, estando sobre-expresadas en los tumores de mama malignos
(Murakami et al., 2000; Sfacteria et al., 2003). Sin embargo, la significancia
pronostica de la expresion de esta proteina no esta del todo clara, debido a
que las lesiones mamarias displasicas (precancerosas) también sobre-

expresan la ciclina D1 (Sfacteria et al., 2003).
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Figura 8. Ciclo celular. Esquema de accién de las ciclinas, ciclinas dependientes de
quinasas (CDK) e inhibidoras de las CDK en la regulacion del ciclo celular. Las flechas
sombreadas de color azul, representan las fases del ciclo celular durante las que se
activan complejos ciclina/CDK especificos y sobre las que acttian diferentes proteinas
inhibidoras de las CDK (Stricker y Kumar, 2010).

La proteina SATB1 es un factor de transcripcion y un organizador
global de la cromatina, propuesto como un factor clave en la integracion de la
arquitectura de la cromatina por medio de regulacion de la expresion génica y
que se encuentra asociada a la promocion del crecimiento y a la metastasis de
las células del cancer de mama humano, y cuya sobre-expresion se encuentra
relacionada con un mal pronéstico (Pavan et al, 2006; Patani et al., 2009).
Sin embargo, para los tumores de mama caninos se han encontrado
resultados opuestos. En un estudio, adenomas y metastasis de tumores de
mama presentaban menores niveles de expresion de SATB1 cuando se
compararon con tejido glandular mamario no neoplasico del mismo animal. A
pesar de las numerosas similitudes de esta patologia entre las especies
humana y canina, esta proteina es un ejemplo de una de las diferencias en los

mecanismos moleculares entre ambas especies (Klopfleisch et al., 2011).

50



Revision Bibliografica

Debido a la relevancia para la especie humana se ha investigado,
también, para los tumores de mama caninos el oncogén C-ERBB2 y la
proteina HER-2. La proteina HER-2 se sobre-expresa en, aproximadamente,
un 25% de los tumores de mama humanos, hecho ademas que se relaciona
con un peor pronostico (Ferretti et al., 2007). Los resultados obtenidos para
los tumores de mama caninos han resultados contradictorios. Mientras que
unos autores han encontrado una asociacion entre la sobre-expresion de la
proteina HER-2 y periodos libres de enfermedad mas cortos asi como con
tumores de mayor grado histologico de malignidad (Ordas, 2009), otros

autores han obtenido resultados totalmente opuestos (Hsu et al., 2009).

Otro oncogén relacionado con la familia de los receptores de factor de
crecimiento, la proteina receptor del factor de crecimiento epidermal (EGFR),
también HER-1 o C-ERBBI1, ha demostrado estar sobre-expresada en un 62%
de los tumores de mama caninos estando dicha sobre-expresion asociada a
pacientes con un menor periodo libre de enfermedad y menor tiempo de

supervivencia total (Gama et al., 2009).

2.2.4.2. Genes supresores de tumores

Uno de los supresores tumorales e inhibidores del crecimiento mejor
establecidos es el gen TP53, y su proteina p53, denominado “el guardian del
genoma”. La proteina p53 es activada por muy diferentes vias, incluyendo el
estrés oxidativo y el dano al ADN entre las mas importantes. Sus funciones
son multiples y se considera como un punto de control central que dirige a la
célula hacia la direccion adecuada, es decir, hacia la detenciéon del ciclo
celular (hacia la senescencia) o hacia la apoptosis (Vogelstein et al., 2000;
Vousden y Prives, 2009). La proteina p53 regula, a su vez, a numerosas
proteinas reguladoras de la proliferacion celular, como la proteina p21, una
proteina inhibidora de las CDKs, imprescindibles para la progresion del ciclo

celular.

En Medicina Veterinaria, se ha estudiado la expresion de la proteina
pS3 en los tumores de mama caninos, sin embargo su relevancia pronéstica es
todavia cuestionable (Kumaraguruparan et al., 2006; Rodo y Malicka, 2008;

Morris et al., 2009).
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También se ha estudiado, en los tumores de mama caninos, la
expresion de la proteina p21. Esta se encuentra sobre-expresada en tumores
de mama metastasicos cuando se compara con adenomas y linfonodos con
metastasis. Los autores de este estudio han hipotetizado que el incremento de
la expresion de la proteina p21 en tumores de mama metastasicos pudiera ser
el resultado del intento por parte de la proteina p53 de inducir la inhibicion

del ciclo celular (Klopfleisch y Gruber, 2009).

De manera similar, la expresion de la proteina p27, otra proteina
inhibidora de las CDK, ha demostrado estar disminuida en los tumores de
mama caninos metastasicos cuando se comparé con el tejido mamario sano

(Klopfleisch y Gruber, 2009; Klopfleisch et al., 2010c).

2.2.4.3. Apoptosis

En las células sanas cualquier alteracion genética o desequilibrio
metabolico que pudiera llevar consigo la transformaciéon maligna de dichas
células esta prevenida por diferentes vias, algunas de las cuales llevan a la
célula hacia una muerte programada o apoptosis. Bajo determinadas
condiciones fisiologicas de estrés o dano celular se ponen en marcha
mecanismos de activacion de factores proapoptéticos o de supresion de los

antiapoptoticos (Bristow y Hill, 2008; Zuckerman et al., 2009).

De nuevo, la proteina p53 es uno de los reguladores mas importantes
de los mecanismos que inducen la apoptosis. De manera genérica, tras
producirse un dano celular, se induce la produccion de la proteina pS3 que
detiene momentaneamente el ciclo celular e induce la transcripcion de genes
reparadores del ADN. Si el dano es irreparable la proteina pS3 activara a la
proteina BAX que a su vez activara a un grupo de proteinas llamadas
caspasas (caspasa 3, 8 y 9) que ejercen mecanismos de degradacion celular

(Gasco et al., 2002c; Stricker y Kumar, 2010).

Algunas de estas proteinas han sido analizadas en los tumores de
mama caninos y como era de esperar, proteinas antiapoptoticas (BCL2, BCLX,
SFRP2) presentan una expresion no alterada o incrementada, mientras que

proteinas proapoptoéticas (BAX, caspasa 8, caspasa 9) presentan disminucion
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de expresion (Kumaraguruparan et al., 2006; Yang et al., 2006b). Sin embargo,
la falta de informacion sobre la funcionalidad de la sobre-expresion de estas
proteinas y de la relevancia clinica y pronostica de esos patrones de expresion

limitan su uso como factores pronosticos (Klopfleisch et al., 2011).

2.3. PROTEINAS p63

La proteina p63 es el producto de transcripcion del gen TP63, localizado
en el cromosoma 3q27-29 de la especie humana y en el cromosoma 34, locus
NC_006616.2 en la especie canina, siendo homoélogo del gen supresor tumoral
TP53. La transcripcion del gen TP63 da lugar a seis isoformas que se clasifican
en dos grupos de proteinas (TA y AN) en funciéon de sus extremos nitrogeno (N)

y carbono (C) terminales (Yang et al., 1998; Yang y McKeon, 2000).

Tres de las isoformas (TAp63a, TAp63B y TAp63y) contienen un dominio
N-terminal similar a la proteina p53. Se conoce que este grupo de isoformas
tiene capacidad de transactivar (de ahi su abreviatura TA) genes p53-
dependientes, hecho esencial para la inducciéon de la apoptosis o la detencion
del ciclo celular, mientras que las isoformas AN (ANp63a, ANp63p y ANp63y),
que carecen del dominio N-terminal, tienen un efecto represivo sobre la
transcripcion de los genes pS53-dependientes (Yang et al.,, 1998; Yang y
McKeon, 2000).

No se ha caracterizado por completo las funciones concretas de cada
isoforma, sin embargo, si se sabe que el grupo TAp63 es necesario para la
activacion de proteinas reguladoras del ciclo celular para el mantenimiento de
la poblaciéon de células de reserva en maultiples epitelios y para la
diferenciacién de los queratinocitos, entre otras funciones. Para la definicion
de sus funciones ha sido de utilidad la generacion de ratones knock out p63
-/-, los cuales desarrollan defectos que incluyen la ausencia de extremidades y
otros tejidos como los dientes, las glandulas salivales y las glandulas
mamarias, que se desarrollan merced a interacciones entre el epitelio y el

mesénquima (Mills et al., 1999; Yang et al., 1999; Pellegrini et al., 2001).
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La expresion de la proteina p63 ocurre predominantemente en el ntcleo
de las células que conforman el estrato basal de multiples epitelios escamosos
y de epitelios de transicion. Estas células basales actian como las
progenitoras de las células supra-basales que terminan diferenciandose y que,

finalmente, mueren en epitelios regenerativos (Pellegrini et al., 2001).

Se ha establecido que la proteina p63 es un marcador sensible y
especifico de células mioepiteliales, habiéndose usado en numerosos estudios
inmunohistoquimicos en las especies humana, canina y felina (Gama et al.,
2003; Hungermann et al, 2005; Kawahara et al.,, 2005; Leibl et al., 2005;
Maruya et al., 2005; Seethala et al., 2005; de Moraes et al., 2006; Rakha et al.,
2006; Ramalho et al., 2006; Nicolas et al.,, 2007; Tse et al.,, 2007; de Moraes et
al., 2008; Saraiva et al., 2008; Seixas, 2008; Bertagnolli et al., 2009; Xavier et
al., 2009; Gama et al.,, 2010). La deteccion inmunohistoquimica de la p63 ha
permitido diagnosticar carcinomas metaplasicos de las glandulas salival y
mamaria en las especie humana. También ha permitido discriminar
carcinomas invasivos de carcinomas in situ, cuando las lesiones estudiadas
presentaban bajo grado de malignidad histologica y configuracién lobular,
cuando estaban intensamente infiltradas por linfocitos o presentaban
abundantes células estromales consecuencia de una reaccion desmoplasica.
También forma parte del grupo de marcadores celulares empleados en la
deteccion inmunohistoquimica de los tumores de mama con fenotipo basal.
Una de las ventajas de este marcador celular reside en que no produce
marcaje en los miofibroblastos, lo que es de utilidad en aquellos casos en los
que la neoplasia presenta abundante tejido conectivo reactivo (desmoplasia) y
es dificil discernir mediante el diagnodstico histolégico rutinario entre un
carcinoma y un carcinoma metaplasico (Reis-Filho et al., 2003; Koker y Kleer,

2004; Stefanou et al., 2004; Leibl et al., 2005; Nassar et al., 2010).

En Medicina Veterinaria, Gama et al. en 2003 analizaron la expresion
de la proteina p63 en tejidos mamarios caninos normales y neoplasicos. Dicho
trabajo demostr6 una elevada sensibilidad y especificidad del anticuerpo anti-
p63 (clon 4A4) como marcador de células mioepiteliales, ya que dicho
anticuerpo no reaccion6é con miofibroblastos estromales ni con las células
musculares de la vasculatura intersticial, quedando limitada su expresion al

nucleo de las células mioepiteliales.
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2.4. PROTEINAS 14-3-3

El descubrimiento de las proteinas 14-3-3 se remonta al ano 1967,
cuando Moore y Pérez analizaron sistematicamente las proteinas del cerebro.
En este estudio se encontraron diferentes proteinas entre las que se
encontraban la 14-3-2 y la 14-3-3. Anos mas tarde se caracterizo la proteina
14-3-2 como la proteina enolasa neuro-especifica (NSE) (Marangos et al., 19706)
quedando sin resolver, durante 30 anos desde su descubrimiento inicial, la

verdadera naturaleza de la proteina 14-3-3.

Aunque en un principio la proteina 14-3-3 se describié6 como una Unica
proteina, cuyo peculiar nombre se debe a sus caracteristicas de migracion en
los geles de electroforesis (Moore y Pérez, 1967), finalmente se concluyo que
las proteinas 14-3-3 era una familia de proteinas acidas altamente
conservadas, con un peso molecular de entre 25 y 30 kD, y que se expresaban
en todas las células eucariotas. Se han descrito 7 isoformas en los mamiferos
(Fig. 9) codificadas por 7 genes distintos [beta (), gamma (y), epsilon (g), eta
(n), sigma (o), tau (1) y zeta ({)], 13 en las plantas y 2 en las levaduras

(Hermeking, 2003, Hermeking y Benzinger., 2006; Lodyging y Hermekin, 2006)

Las proteinas 14-3-3 actian como “moléculas chaperonas” (moléculas
que se unen a otras proteinas para ayudar en su plegamiento, ensamblaje y/o
transporte celular), siendo capaces de moverse libremente desde el citoplasma
al nucleo y viceversa, en funcion de los requerimientos de la homeostasis
celular (Muslin et al., 1996; Tzivion et al., 2001). Sin embargo, son proteinas
que normalmente se localizan en el citosol. Pueden formar homo o
heterodimeros y se ha descrito in vivo que mas de 200 proteinas se asocian a
las proteinas 14-3-3. Entre ellas, encontramos proteinas involucradas en el
ciclo celular (Cdc25 A, B, C, Weel, Chk1), senalizacion intracelular, respuesta
al estrés y apoptosis, regulacion de la transcripcion, metabolismo celular e
integridad del citoesqueleto y proteinas involucradas en la propagacion,
movilidad y adhesion, como p130 Cas, las integrinas 31 (CD29), 2, B3 y Ron.
Las proteinas 14-3-3 se unen mediante la via especifica fosfo-serin/treonin
contenida en dos motivos de unién denominados RSXpSXP y RXY/FXpSXP
(donde pS denota fosfoserina o fosfotreonina) y que se encuentran en la

mayoria de los ligandos de las proteinas 14-3-3 (Muslin et al.,, 1996; Yaffe et
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al., 1997; Tzivion y Avruch, 2002), pudiendo modificar la funcion de sus
dianas de diferentes maneras, bien alterando su actividad catalitica, su
localizacion celular, la incorporacion en otros complejos proteinicos o
modificando su susceptibilidad a las proteasas y fosfatasas (Hermekin, 2003;
Wilker y Yaffe, 2004). Sin embargo, también se ha demostrado que un
determinado numero de ligandos pueden unirse a las proteinas 14-3-3 de una
manera fosforo-independiente usando lugares de union alternativos, como es
el caso de la proteina BAX (Wang et al., 1999; Tzivion et al., 2001; Hermekin,
2003; Wilker y Yaffe 2004).

Figura 9. Estructura cristalina de las siete isoformas de la familia 14-3-3
(Gardino et al., 2006).

Se ha observado que las proteinas 14-3-3 se encuentran des-reguladas,
sobre o infra-expresandose en diferentes patologias de la especie humana.
Como ejemplos se pueden citar los siguientes: la isoforma { ha sido
involucrada en diferentes desérdenes neurologicos (Zanusso et al., 2005); la
deteccion de la isoforma y ha sido usada como marcador de la Enfermedad de
Creutzfeld-Jacob (ECJ) (Peoc'h et al, 2001; Van Everbroeck et al.,, 2005); las
isoformas B, € y n se han detectado en el liquido cefalorraquideo de pacientes
con la ECJ (Wiltfang et al., 1999); las isoformas f3, y y T se encuentran sobre-
expresadas en tumores de pulmon con respecto a sus niveles de expresion en
tejido pulmonar no neoplasico (Qi et al.,, 2005). La isoforma t ha demostrado
ser un marcador especifico para el cancer de pulmon (Qi et al.,, 2003) y la
isoforma o es necesaria para el correcto funcionamiento del punto de control

G2/M del ciclo celular (Chan et al., 1999).
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En estudios con modelos animales, ratones deficientes de la isoforma ¢
tuvieron defectos en el desarrollo del cerebro y en la migracion neuronal,
(Toyo-oka et al., 2003). Asi mismo, esta isoforma se ha encontrado ausente en
pacientes humanos con trastornos de migracion neuronal como es el caso del
sindrome de Miller-Dieker. Ratones knock-out para las isoforma { y 1
mostraron incremento de la mortalidad con cardiomiopatias y una masiva
apoptosis de cardiomiocitos (Xing et al., 2000; Steinacker et al., 2005). Por otra
parte, se ha demostrado que las proteinas 14-3-3 pueden alargar la vida de
ciertos tipos de nematodos por promover un incremento de copias del gen sir-

2.1 (Berdichevsky et al., 2006).

Como caracteristica general de sus funciones, las proteinas 14-3-3
regulan de manera positiva a proteinas con funciones promotoras del
crecimiento y supervivencia y de manera negativa a proteinas que inducen la
muerte celular o la senescencia, atribuyéndoles por tanto un potencial
oncogénico. Sin embargo, varios autores también han mostrado que las
proteinas 14-3-3 pueden regular de manera negativa las senales de varios
receptores de factores de crecimiento y atenuar la progresion del ciclo celular,
especialmente tras producirse un dano en el ADN (Hermeking, 2003, Wilker y

Yaffe, 2004).

La habilidad de las proteinas 14-3-3 para unirse e interaccionar con los
productos de diferentes oncogenes, Raf, Bcr y Ber-Abl entre otros, asi como
con los productos de los genes supresores de tumores, p53, TSC2, p27 y p21
entre otros, pone de manifiesto su importante papel en la carcinogénesis
(Hermeking, 2003; Wilker y Yaffe, 2004). Sin embargo, debido a que las
proteinas 14-3-3 no poseen una actividad catalitica definida, sus potenciales
funciones se estudian a partir del efecto que ejercen sobre las proteinas con
las que se unen. Es por ello por lo que se hace necesario estudiar el papel de
las proteinas 14-3-3 en el desarrollo y progresion del cancer a través de sus
ligandos, muchos de los cuales se hayan implicados en el cancer, y discutir el
papel que las proteinas 14-3-3 ejercen en su regulacion (Hermeking, 2003,

Tzivion et al., 2006).

Por otra parte, es importante comparar la expresion de estas proteinas

en los distintos tipos de neoplasias, ya que se discute que las proteinas 14-3-3
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pueden estar involucradas en el desarrollo de cancer por poseer la capacidad
de actuar tanto como oncogenes como genes supresores de tumores (Tzivion et

al., 2006).

De entre las siete isoformas descritas en la especie humana, la isoforma

o se ha relacionado de manera mas intensa con diferentes tipos de tumores.

2.4.1. PROTEINA 14-3-30

La proteina 14-3-30, también llamada estratifina, “marcador especifico
epitelial mamario humano 1” (HME 1) o FTTo, es una de las 7 isoformas de la
familia 14-3-3 y es codificada por el gen 14-3-30 situado en el cromosoma
1p35 de la especie humana (Hermeking et al.,, 1997). Al igual que las otras
isoformas, la proteina 14-3-30 forma dimeros y se une a otras proteinas a
través de motivos de union fosforilados en residuos de serina (Ser) o treonina

(Thr) (Muslin et al., 1996; Tzivion y Avruch, 2002).

La proteina 14-3-30 tiene un peso molecular de 30 kDa y fue
caracterizada por primera vez en 1992 como un marcador especifico de epitelio
(Prasad et al., 1992), dandosele el nombre de estratifina un afno mas tarde por

haberse detectado su expresion en epitelios estratificados (Leffers et al., 1993).

La proteina 14-3-30, cuya estructura cristalina recuerda al casco de un
caballo, existe como un dimero proteico compuesto por 9 a-hélices
antiparalelas nombradas desde la aA hasta la al. Los residuos situados en las
hélices aA y aB de una de las subunidades interaccionan con otros residuos
en las hélices aC y aD formando la estructura dimérica (Fig. 10). Esta
disposiciéon provoca un espacio tridimensional con un diametro de 15A y una
profundidad de 10A. A diferencia de los otros isotipos que forman homo-
dimeros o hetero-dimeros con otras isoformas, la isoforma o se encuentra
frecuentemente como un homo-dimero. De manera Unica, la isoforma o posee
interaciones entre diferentes aminoacidos (Lys®, Glu83, Phe25, Tyrs4, SersS,
Glu20, Glu8%) que provocan un plegamiento diferente y la preferencia a formar

homo-dimeros. El hecho de que la isoforma ¢ se encuentre frecuentemente
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como un homo-dimero ha sido barajado como uno de los requerimientos para

que esta proteina lleve a cabo sus funciones (Li et al., 2009).

Figura 10. Estructura cristalina de la proteina 14-3-30. A) Se observan las
regiones de interaccién en las a hélices que contribuyen a su plegamiento. B) Se
observan los aminoacidos que difieren del resto de isoformas y que favorecen la
formacién de homo-dimeros (Li et al., 2009)

La proteina 14-3-30 regula la funcion de sus ligandos mediante su
secuestro en el citoplasma, enmascarando sus dominios, previniendo o
acelerando su degradacion, modulando su actividad enzimatica o facilitando

modificaciones estructurales (Taylor et al., 2001, Hermeking, 2003).

2.4.1.1. Regulacion del gen y la proteina 14-3-30 en respuesta al daifo

genético

La expresion de la proteina 14-3-30 viene regulada por diferentes
mecanismos que cuando se alteran contribuyen directamente al desarrollo de
tumores (Urano et al., 2002; Hermekin, 2003; Lodygin et al., 2003; Herron et
al., 2005).

El principal regulador de la expresion de la proteina 14-3-30 es el gen
supresor de tumores p53. Un estudio de expresion génica en lineas celulares
de cancer colorrectal humano que expresaban la forma no mutada (wild type)
de la p53 revelo acumulacion de ARNm del 14-3-30 después de aplicar
radiacion y. En este estudio, se mostré6 que la pS3 activa directamente la
transcripcion del gen 14-3-30 (Fig. 11 y 12) y que la expresion de la proteina
14-3-30 induce el arresto de la fase G2/M del ciclo celular. Ademas, el gen 14-
3-30 es el Gnico de la familia 14-3-3 cuya induccion puede producirse tras un

dano en el ADN (Hermekin et al., 1997; Samuel et al., 2001).
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Figura 11. Mecanismos de regulacion de la transcripcion del gen 14-3-30 (Lodygin
y Hermeking, 2006).

La induccion del gen 14-3-30 mediada por la proteina p53 es necesaria
para el mantenimiento estable del arresto del ciclo celular en la fase G2/M
(Chan et al., 1999) (Fig. 11 y 12). Asi, se presume que la proteina 14-3-30 se
une al complejo kinasa dependiente de ciclina (CDK) CDC2/CiclinaB e impide
su movilizacion hacia el nucleo celular, evento imprescindible para que el
proceso de mitosis tenga lugar (Chan et al.,, 1999). También se ha demostrado
que la proteina 14-3-30 ejerce un efecto de feedback positivo sobre la
transcripcion del gen p53. Ademas, se ha demostrado que la proteina 14-3-30
también se wune a diferentes CDKs especificas de la fase G1/S,
hipotetizandose que podria estar involucrada en la detencion del ciclo celular
también en este punto de control (Laronga et al., 2000). Por otra parte, se ha
demostrado la interaccion de la proteina 14-3-30 con la proteina AKT,
inhibiendo su actividad kinasa y, por tanto, su capacidad de inhibicion de la
apoptosis, estabilizando asi a la proteina inhibidora de las CDKs p27. En otras
palabras, la inhibicion de la inhibicién de la apoptosis impide que una célula
con ADN danado sobreviva y continte replicandose indefinidamente (Yang et

al., 2006a).
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Figura 12. Mecanismo de acciéon propuesto para la proteina 14-3-30 en células
tumorales (Horie-Inoue e Inoue, 2006).
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Otra manera descrita para activar la produccion de la proteina 14-3-30,
es a través de una variante de la proteina p33 (ApS3) que carece de 66
residuos de aminoacidos y que se expresa especificamente durante la fase S
del ciclo celular (Rohaly et al., 2005). Sin embargo, esta isoforma de la p53
solo induce la produccion de las proteinas 14-3-30 y p21, pero no la de otras
como HDM?2 (inhibidor de pS53), HDM2 (proapoptosis) y PIG3 (pro-
oxidativa/proapotosis) (Lodygin y Hermeking, 2006).

La regulacion de la expresion del gen 14-3-30 también se realiza a
través de la mediacion de otros homologos de la p53. La proteina ANp63, una
isoforma de la proteina p63, puede unirse a la region promotora de dicho gen

y, a diferencia de la p53, impedir su transcripcion (Westfall et al., 2003).

También se ha demostrado que, en algunos tipos celulares, la isoforma
TAp63 puede sustituir a la p53 en su funcion de activador de la transcripcion
del gen I14-3-30 (Petitjean et al.,, 2005). De igual manera, también se ha
demostrado que otra proteina homologa a la pS3 y a la p63, la TAp73, induce
la expresion de la proteina 14-3-3c en lineas celulares de cancer de mama

(Vayssade et al.,, 2005), asi como la proteina BRCA1l que, mediante su
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interaccion con la p53, puede inducir la transcripcion del gen I14-3-3o0
(Aprelikova et al., 2001).

En estudios de células sometidas a radiacion y e inactivadas para el gen
14-3-30 se ha demostrado que no es posible la detenciéon del ciclo celular en el
punto de control G2/M, permitiendo la entrada en mitosis de una célula con

ADN danado (mitosis aberrantes) (Chan et al., 1999, 2000).

Por ultimo, otro de los mecanismos de regulacion descubiertos es el de
la via de la proteina estrogen-responsive RING finger (EFP), que puede
interaccionar con la proteina 14-3-30 y marcarla para que se produzca su
degradacion (Urano et al., 2002; Horie-Inoue e Inoue, 2006). La significacion
clinica de esta regulacion ha podido demostrarse in vivo con modelos
animales, en los que la sobre-expresion de proteina EFP indujo el desarrollo de
ciertos tumores presumiblemente porque la degradacion de la proteina 14-3-

30 produce inestabilidad genémica (Urano et al., 2002).

El hecho de que la proteina 14-3-30 detenga el ciclo celular merced a
un dano genético previo, induce a pensar que pudiera actuar, al igual que la
pS3, como una proteina supresora de tumores (Vercoutter-Edouart et al.,

2001, Moreira et al., 2004; Urano et al., 2004; Wilker et al., 2007).

2.4.1.2. Funciones de la proteina 14-3-30 en los queratinocitos

Entre los diferentes tipos de epitelio, la epidermis se caracteriza por
presentar altos niveles de expresion de proteina 14-3-30. Los queratinocitos
que provienen de un compartimento de células progenitoras, de localizacion
basal y que sufren diferenciacion, muestran un incremento de la expresion de
la proteina 14-3-30, lo que sugiere que esta proteina pudiera estar ligada a la
diferenciaciéon final de las células epiteliales (Pellegrini et al., 2001). Ademas,
un estudio in vitro implico al gen 14-3-30 en la senescencia de queratinocitos
humanos. La inactivacion experimental de dicho gen en queratinocitos
permiti6 a los mismos evadir la senescencia y volverse inmortales sin
necesidad de introducir ninguna alteracion genética adicional (Dellambra et
al., 2000). No obstante, las causas por las que la pérdida de la proteina 14-3-
30 contribuye a la inmortalizacion celular no son del todo conocidas

(Hermeking, 2003).
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Una funcion importante de la proteina 14-3-30 en los queratinocitos es
la de estimular la expresion de metaloproteinasas (MMP) por parte de
fibroblastos dermales (Ghahary et al., 2004, 2005). Las metaloproteinasas son
enzimas de degradacion del colageno, siendo éste el principal componente de
la matriz extracelular producida en gran medida por los fibroblastos. La
excesiva acumulacion de matriz extracelular durante la cicatrizacion puede
conllevar a fibrosis y a la formacion de cicatrices hipertréficas. El retraso en la
epitelializacion, debido a infecciones o a severidad de la lesiéon, incrementa la
frecuencia de desarrollo de condiciones fibroticas. Por ello, la proteina 14-3-30
es un factor que podria mediar la sefalizacion entre los queratinocitos y los
fibroblastos para pasar de la acumulacion de colageno a la maduracion y
remodelacion durante el proceso de cicatrizacion. Mas aun, el co-cultivo de
queratinocitos con fibroblastos dérmicos parece demostrar la expresion de un
mayor nivel de ARNm 14-3-30, lo que sugiere también la existencia de un
factor derivado del tejido estromal que regularia la expresion de la proteina 14-

3-30 (Medina et al., 2007).

2.4.1.3. Expresion de la proteina 14-3-30 en tejidos normales humanos

La localizacion y distribuciéon de la proteina 14-3-30 en tejidos
normales humanos fue estudiada de manera concreta por Nakajima et al. en
2003 (Tabla 3), utilizando la técnica inmunohistoquimica del ABC. Los
resultados de este trabajo mostraron que la proteina 14-3-30 se expresa de
manera fisiolégica en el citoplasma de numerosos epitelios, especialmente en
aquellos con diferenciacion escamosa. Se obtuvo una fuerte inmunorreacion
en el citoplasma de queratinocitos de la piel, en wurotelio, en células
periductales y periacinares de la préostata y en células epiteliales y
mioepiteliales de la mama, no detectandose presencia de la proteina 14-3-3c
en cerebro, cerebelo, médula espinal, tiroides, corazéon, ganglio linfatico, bazo,
higado, musculo esquelético, pancreas exocrino, glandulas endocrinas,
testiculo y ovario. En este trabajo la expresion de la proteina también se
produjo ocasionalmente a nivel nuclear, demostrando que la proteina 14-3-30
puede moverse libremente del citoplasma al nucleo o viceversa en funcion del

contexto celular.
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Tabla 3. Distribucion de la proteina 14-3-30 en tejidos normales humanos (Nakajima et al.,
2003).

TEJIDO TIPO CELULAR

Piel, es6fago, cérvix Queratinocitos y células basales del epitelio
€scamoso
Timo Corpusculos de Hassal
Traquea, bronquios, bronquiolos Células basales del epitelio
Glandulas mamaria y salival, prostata y Cehﬂ&.l perlductalejs y periacinares.
X Ocasinalmente células epiteliales
pancreas
glandulares o ductales
Estomago Epitelio foveolar
Intestino delgado y grueso Epitelio de las criptas
Vesicula biliar Epitelio columnar
Vejiga urinaria Epitelio de transicién
. Epitelio escamoso y epitelio de las glandulas
Utero .
endometriales
Epididimo Células periductales de los tubulos
Rinon Epitelio tubular (esporadica)

2.4.1.4. Expresion de la proteina 14-3-30 en tejidos neoplasicos humanos

Inicialmente, la pérdida de expresion del gen 14-3-30 fue detectada por
primera vez en lineas celulares de carcinomas mamarios al comparar el ARN
de las células tumorales con el de células sanas (Prasad et al., 1992). Mas
tarde, mediante analisis de expresion génica, se observaron similares
resultados, sin embargo, no se encontré ningun tipo de alteracion/mutacion
genética en el locus del gen que pudiera explicar la menor expresion en dichas
neoplasias (Nacht et al., 1999). En lugar de ello, se asoci6é un elevado grado de
metilacion (hipermetilacion) del ADN a dicha pérdida de expresion (Nacht et
al.,, 1999). Este tipo de mecanismo de silenciamiento de genes es de tipo
epigenético y es el mecanismo mas frecuentemente asociado al gen 14-3-30y a
su producto de transcripcion en las neoplasias humanas (Hermeking, 2003;

Zurita et al., 2010).

El término epigenético hace referencia a la informacion que se transmite
del genoma parental a la siguiente generacion de células y que no proviene de
una secuencia de DNA primaria. Los mecanismos epigenéticos son esenciales
para la regulacion de la expresion e integridad del genoma en las células
normales (Bird, 2002; Li, 2002; Jaenisch y Bird, 2003). La informacion

epigenética se transfiere en muchos casos a través de la metilacion del
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carbono 5 en el aminoacido citocina localizado en dinucle6tinos CpG o, en
otras palabras, por metilacion del DNA. Los dinucle6tidos CpG estan poco
representados en el genoma en general, pero existen regiones de entre 500 y
4000 pares de bases donde abundan los enlaces CpG, donde p se refiere a un
enlace mediante fosfato, denominadas islas CpG. Las islas CpG se encuentran
en las regiones promotoras de aproximadamente el 60% de los genes en
mamiferos y generalmente se encuentran no metiladas en las células sanas

(Bird, 2002; Takai y Jones, 2002).

Los patrones de metilacion del ADN y de la estructura de la cromatina
estan profundamente alterados en las neoplasias e incluyen pérdida de areas
del genoma asi como un aumento de la metilacion del ADN. Una
hipometilacion generalizada ha demostrado causar intestabilidad genomica vy,
consecuentemente, posteriores alteraciones genéticas (Eden et al, 2003;
Gaudet et al., 2003), mientras que las hipermetilaciones puntuales en regiones
promotoras se han asociado con el silenciamiento/inactivacion de la
transcripcion de algunos genes, entre ellos, y muy especialmente, el gen 14-3-
30 (Ferguson et al.,, 2000; Iwata et al.,, 2000; Herman y Baylin, 2003; Luo et
al., 2009; Zurita et al., 2010).

La inactivacion epigenética de genes supresores de tumores contribuye
de manera significativa al desarrollo tumoral (Jones y Baylin, 2002). Los genes
que, de manera aberrante, se hayan metilados en el cancer humano se
encuentran dentro de diferentes categorias, todos ellos involucrados en
procesos celulares relevantes para la carcinogénesis como son la reparacion de
DNA (MGMT, MLH1, BRCA1), control del ciclo celular (inhibidores de las CDK,
pl5, pl6, p27), apoptosis (APAF1, CASPS8), invasion (CDH1, TIMP3) y la
angiogénesis (THBS1, VHL). También, aproximadamente el 50% de los genes
que causan formas familiares de cancer presentan metilacion asociada a

determinados tipos de tumores espontaneos (Jones y Baylin, 2002).

El estudio del gen 14-3-30 en el cancer se ha realizado, en la gran
mayoria de los casos, utilizando la técnica PCR especifica para detectar
metilacion (MSP), encontrado que dicho gen se encuentra hipermetilado en un
gran numero de tumores, especialmente aquellos que afectan a mama,

prostata y ovario. No obstante, la deteccion de ARNm o de la proteina se ha
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realizado en menor medida. En la Tabla 4 se resumen los estudios realizados
sobre la expresion del gen y la proteina 14-3-30 en las neoplasias humanas,

asi como la metodologia empleada.

Actualmente, las publicaciones existentes, en la especie humana, sobre
el papel del gen 14-3-30y de su producto de transcripcion permiten discernir

tres lineas de pensamiento:

1) El gen 14-3-30 es un gen que se activa tras producirse un dano en el
ADN, activacion mediada por el gen p53. La transcripcion y la produccion de
la proteina 14-3-30 permiten detener el ciclo celular y permitir que los
mecanismos de reparacion del ADN entren en marcha. Este hecho, junto al
hallazgo de que se produce perdida de esta proteina en diferentes tipos de
neoplasias humanas, le confiere un papel como gen/proteina supresora de

tumores (Chan et al., 1999; Ferguson et al., 2000).

2) La proteina 14-3-30, que no se expresa, o lo hace a niveles bajos, en
diferentes tipos de tejidos normales humanos, se neo-expresa/sobre-expresa
en las neoplasias que se originan de dichos tejidos. En consecuencia, la
proteina 14-3-30 podria comportarse como un oncogén (Guweidhi et al., 2004;

Wang et al., 2008; Ravi et al.,, 2011; Shiba-Ishii et al., 2011).

3) El hallazgo de que el gen/proteina 14-3-30 se encuentre disminuida
o sobre-expresada en diferentes tipos de neoplasias, hace pensar que su papel
como supresor de tumores, o por el contrario, como oncogén fuera tumor-

especifico (Osada et al., 2002; Zhaomin et al., 2009; Okumura et al., 2010).
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Tabla 4. Analisis de la expresion del gen y de la proteina 14-3-30 en neoplasias humanas.

. Expresion**
Organo Metilacion* Referencia

ARNm Proteina

Prasad et al., 1992
Si < ND Nacht et al.,, 1999
Si < ND Ferguson et al., 2000
Si ND ND Umbricht et al., 2001
ND ND < Vercoutter-Edouart et al., 2001
ND ND < Simpson et al., 2004
ND ND < Simooka et al., 2004
ND ND = Moreira et al., 2005
Si ND < Mhawech et al., 2005
Si ND ND Martinez-Galan et al., 2008
Si ND ND Jeronimo et al., 2008
Si ND ND Jing et al., 2008
Si ND ND Luo et al., 2009
Si ND ND Zurita et al., 2010
Vulva ND = = Wang et al., 2008
Cérvix ND ND > Sano et al., 2004
Endometrio Si ND > Mhawech et al., 2005
No ND > Nakayama et al., 2005
Ovario Si ND < Mhawech et al., 2005
ND ND > Ravi et al., 2011
Prostata Si ND < Lodygin et al., 2004
Si ND < Urano et al., 2004
ND ND < Cheng et al., 2004
Si ND < Mhawech et al., 2005
DTH <6>DTH | <6>DTH | Osada etal., 2002
Pulmoén DTH ND <6 >DTH | Yatabe et al., 2002
ND ND > Nakajima et al., 2003
ND > > Qi et al., 2005
ND ND > Li et al., 2009
ND ND > Xiao et al., 2009
ND > > Shiba-Ishii et al., 2011
Estomago ND ND > Mtuihlmann et al., 2010
Colon ND > > Perathoner et al., 2005
Pancreas ND > > Guweidhi et al., 2004
ND > > Neupane et al., 2008
ND ND > Sitek et al., 2009
Higado Si ND < Iwata et al., 2000
Piel Si ND < Lodygin et al., 2003
Cabeza y cuello Si < < Gasco et al., 2002a
ND ND > Sniezek et al., 2002
ND ND > Bhawal et al., 2008
Glandula salival DTH <6>DTH | <6>DTH | Uchida et al., 2004
Vejiga urinaria ND ND < Moreira et al., 2004
Si ND < Kunze et al., 2006
Si ND ND Kunze et al., 2007
ND ND < Kunze et al., 2008
Rinon = = = Liang et al., 2008

* En comparacion con el analisis de metilacién del ADN en tejido normal. ** En comparacion
con la expresion de la proteina en tejidos normales. DTH. Dependiendo del tipo histolégico. ND.

No determinado.
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3.1. ESTANDARIZACION DE LA TECNICA DE DETECCION
INMUNOHISTOQUIMICA DE LA PROTEINA 14-3-3c EN TEJIDOS DE LA
ESPECIE CANINA

En el presente estudio, para la estandarizacion de la técnica de
deteccion inmunohistoquimica de la proteina 14-3-30, se han tenido en
cuenta los puntos de control recomendados recientemente por la Asociacion
Americana de Diagnoéstico Laboratorial Veterinario (AAVLD) (Ramos-Vara et

al., 2008) (Figura 13).

Especie

Tejido animal

Organo

Estandarizacién No coagulativa
Fijacion < Coagulativa
Congelacion
\
;
| Dilucién |
Anticuerpo < | Caracteristicas de incubacién |
primario

Tipo Monoclonal |
—| Policlonal |

P

Digestion enzimatica 4| Tipo de enzima |

Desenmascaramiento { | Tratamiento térmi T ) H
antigénico ratamiento térmico ampon, p
temperatura,

Detergentes

| Peroxidasa o fosfatasa |

Sistema de
deteccion Complejidad vs. Sensibilidad

Figura 13. Diagrama de estandarizacion de un nuevo test inmunohistoquimico
(Ramos-Vara et al., 2008).

3.1.1. ANTICUERPOS PRIMARIOS

Para la deteccion inmunohistoquimica de la proteina 14-3-3c en tejidos
de la especie canina, se emplearon dos anticuerpos; un anticuerpo especifico
de tipo policlonal creado en cabra, dirigido frente a la porcion N-terminal de la

isoforma 14-3-30 (Clon N14; Santa Cruz Biotechnology inc., Santa Cruz,
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EEUU) y un anticuerpo monoclonal especifico creado en ratéon (clon 5SD7,
Santa Cruz Biotechnology inc., Santa Cruz, EEUU). Ambos anticuerpos estan
disenados para su uso en inmunohistoquimica, Western blot,
inmunofluorescencia y ELISA. Se emplearon diferentes diluciones con el objeto

de encontrar aquella que proporcionara la mejor intensidad de reaccion.

3.1.2. PROCEDIMIENTO

Los pasos seguidos en la realizacion de la técnica se encuentran
resumidos en la Tabla 5. Tras obtener cortes histologicos a 3 u de grosor de
cada una de las muestras, las secciones fueron recogidas con portaobjetos
previamente impregnados con soluciones que favorecen la adherencia de los
tejidos e impiden su desprendimiento durante la técnica IHQ. Las soluciones
adherentes empleadas fueron Poli-L-Lisina (Sigma inc., St. Louis, EEUU), para
muestras sometidas a digestion enzimatica, y Vectabon (Vector inc.,
Burlingame, EEUU), para muestras sometidas a tratamiento térmico. Una vez
adheridos los cortes a los portas, se dejaron secar en estufa durante 24 horas
a 37°C para su completa adhesion antes de su tratamiento

inmunohistoquimico.

Al estar incluidos en parafina, estas muestras requieren un proceso de
desparafinado y posterior rehidratacion, llevado a cabo mediante pases por
xilol y alcoholes de diferente graduacion. La inactivacion de la peroxidasa
endoégena se llevd a cabo con una solucion compuesta por peroxido de
hidrogeno diluida en metanol al 3% durante 30 minutos. Dicha inactivacion
de la peroxidasa endogena se realizé entre los pases de alcohol absoluto. Los
lavados entre los diferentes pasos se realizaron en agitaciéon (Rotabit P

Selecta), consiguiendo una limpieza mas eficaz de los tejidos.

Para la deteccion de la proteina 14-3-30 mediante inmunohistoquimica
se emplearon diferentes protocolos de desenmascaramiento antigénico con el
objeto de identificar el que proporcionara una deteccion antigénica especifica,
sin artefactos y preservando correctamente el tejido en los cortes histologicos
(Tablas 6). Las soluciones tampon empleadas y su preparacion quedan

reflejadas en las Tablas 7 a 12. En el presente estudio se utilizé suero normal
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de conejo (Dako inc., Glostrup, Dinamarca) tanto para el anticuerpo
monoclonal como para el policlonal. El suero normal, diluido al 10% en PBS,
se aplico a las muestras durante 30 minutos a temperatura ambiente en
camara huimeda. Tras la incubacién con el suero normal se dispensaron los
anticuerpos primarios (clon N14 y clon 5D7), diluidos a unas concentraciones
de entre 1:50 y 1:100 y se incubaron durante 18 horas en nevera a 4°C. Tras
este periodo, los cortes fueron retirados de la nevera y durante 1 hora se
mantuvieron a temperatura ambiente para atemperar las muestras antes de
dispensar el suero secundario. Los sueros secundarios empleados fueron un
conejo anti-cabra (Vector inc., Burlingame, EEUU), a una diluciéon de 1:400,
empleado para la incubaciéon realizada con el clon N14, y conejo anti-raton
(Dako inc., Glostrup, Dinamarca), a una dilucion de 1:20, empleado para la
incubacion realizada con el clon 5D7, diluidos en PBS con un 1% de suero
normal de conejo. La preparacion del reactivo terciario, complejo avidina-
botina-peroxidasa (ABC) (Dako inc., Glostrup, Dinamarca), se realizd media
hora antes de su uso y se aplico en los cortes durante 1 hora en oscuridad a
temperatura ambiente. Antes del revelado, las muestras fueron banadas por
inmersion en una solucién Tris Buffer Salino para establecer un correcto pH

para el revelado.

Las preparaciones se sumergieron en una solucion reveladora de
diaminobencidina (Tabla 13) durante diferentes tiempos, desde 1 a 10
minutos, deteniendo la reaccion de precipitado del cromoégeno mediante la
inmersion en agua corriente. Seguidamente las muestras se sometieron a 3
pases por agua corriente de 5 minutos para eliminar el exceso de revelado. A
continuacion, se contratineron con hematoxilina de Harris durante 1 minuto y
se elimino el exceso de hematoxilina sumergiendo las muestras en agua
corriente durante 15 minutos. Finalmente, las preparaciones fueron
deshidratadas y montadas con DPX (medio de montaje con Tolueno, Xileno y

Di-n-Butilo Ftalato, Panreac, Quimica S.A., Barcelona, Espana).
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Tabla 5. Procedimiento inmunohistoquimico llevado a cabo.

PROTOCOLO DE LA TECNICA IHQ PARA CORTES EN PARAFINA

Dia 1l

Tres pases por xilol de 10, 5y 5 minutos.

Un pase por alcohol de 100° de 5 minutos.

Inhibicién de la peroxidasa endégena.

Un pase por alcohol de 100° de 5 minutos.

Un pase por alcohol de 96° de 5 minutos.

Un pase por alcohol de 70° de 5 minutos.

Dos pases por agua destilada de 5 minutos.

Un pase por PBS de 10 minutos.

Desenmascaramiento antigénico.

Tres lavados en PBS de 5 minutos.

Aplicacion del suero normal al 10% en PBS durante 30 minutos a T* ambiente.

Aplicacién del suero primario durante 18 horas a 4°C.

Dia 2:

Tres lavados en PBS de 5 minutos.

Aplicacién del suero secundario durante 30 minutos a T® ambiente.

Tres lavados en PBS de 5 minutos.

Aplicaciéon del complejo SBP durante 1 hora en oscuridad a T* ambiente.

Tres lavados en PBS de 5 minutos.

Un lavado en TRIS de 10 minutos.

Revelado.

Lavado y montaje.

Tabla 6. Tipos de desenmascaramiento testados en el presente estudio.

DESENMASCARAMIENTO ANTIGENICO ‘

Tratamiento térmico Digestion enzimatica
Citrato, pH 6,2, 95°C, 5 minutos Pronasa, RT, 5 minutos
Citrato, pH 6,2, 95°C, 10 minutos Pronasa, RT, 10 minutos
Citrato, pH 6,2, 95°C, 15 minutos Pronasa, 37°C, 5 minutos
Citrato, pH 6,2, 95°C, 25 minutos Pronasa, 37°C, 10 minutos
Citrato, pH 6,2, 95°C (olla presion), 3 minutos
EDTA, pH 8.00, 10 y 20 minutos
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Tabla 7. Solucién para el desenmascaramiento mediante digestion enzimatica.

PRONASA

0,01 gen 10 ml de solucion PBS

TAMPON CITRATO PARA EL TRATAMIENTO TERMICO PH 6,2

Solucién A: 990 ml de H,O destilada
Soluciéon B 100 ml de H,O destilada + 2,94 g de Citrato sodico
Solucién C 50 ml de H,O destilada+ 1,05 g de Acido citrico

De las disoluciones anteriores se toman

Toda la solucion A

82 ml de la solucion B

18 ml de solucion C

Tabla 8. Solucion para el desenmascaramiento mediante calor.

Tabla 9. Solucién para el desenmascaramiento mediante calor.

TAMPON EDTA PARA EL TRATAMIENTO TERMICO PH 8

0,74 g en dos litros de H>O destilada

Tabla 10. Solucion tampo6n de lavado.
TAMPON FOSFATO SALINO PBS PH 7.3
2.96 gr de NapHPO4 (Fosfato sodico dibasico anhidro)

0.86 gr de KH,PO4  (Fosfato potasico monobasico anhidro)

14.4 gr de ClNa (Cloruro sodico)

Anadir 2 litros de H,O destilada

Tabla 11. Solucion tampo6n para la solucion reveladora.
TRIS (SOLUCION MADRE) pH (7.6)
60,57 gr de Tris (Trizma BASE) en 500 ml de agua destilada

Anadir 350-400 ml de HC1 1N hasta conseguir un pH de 7.6

Tabla 12. Solucion tampo6n para la solucion reveladora.
SOLUCION SALINA (0.85%) pH (7.6)
1000 M1 de Agua destilada

8,5 gr de NaCl
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Tabla 13. Preparacion de la soluciéon reveladora de diaminobenzidina.
Soluciéon A
Para 200 ml de TRIS (180ml de solucién salina + 20 ml de TRIS MADRE)
0,07 g de Diaminobencidina (DAB)

Solucion B

Justo antes de introducir las preparaciones anadiremos 2 ml de la solucion B en la

solucion A.

Revelado 1 minuto.

Agua corriente 10 minutos.

Tincién y Deshidratacién.

Hematoxilina de Harris 30 segundos.

Agua corriente 10 minutos.

Deshidratar: 2 banos de alcohol de 96°, 2 de alcohol 100°, 3 de banos de xilol, 2

minutos cada uno.

3.1.3. EVALUACION DE LAS PREPARACIONES Y ANALISIS ESTADISTICO

En nuestro estudio, se consider6 positiva la presencia de
inmunoprecipitados de color marron distribuidos homogéneamente en el
citoplasma y/o nucleo celular. Cuando la reaccion fue citoplasmatica, la

intensidad de tincion se valoré como -, -/+, +, ++ y +++ (Tabla 14):

Tabla 14. Clasificacién de la expresion de la proteina 14-3-30 en tejidos normales.

VALORACION DE LA INMUNOTINCION

- si no hubo reacciéon

-/+ reaccion en células aisladas y de débil intensidad
+ si la intensidad de reacciéon fue débil

++ si la intensidad de reacciéon fue moderada

+++ si la intensidad de reaccion fue fuerte

Cualquier tipo de inmunoprecipitado de color marrén a nivel nuclear se
consider6 como un resultado positivo (+), siendo considerada la ausencia de

reaccion como un resultado negativo (-).
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La expresion de la proteina 14-3-30 en tejidos neoplasicos se valoro
semicuantitativamente, mediante la estimacion del porcentaje de células
positivas en toda la preparacion a 200 aumentos, puntuandose de la siguiente
manera: 1 (<5%), 2 (5-25%), 3 (25-50%) y 4 (>50%). La intensidad de tincién
se evaluo segun la siguiente escala: O (negativo), + (débil=1), ++ (moderado=2),
+++ (intenso=3). Finalmente se obtuvo un valor total para cada preparacion,

de 0 a 12, mediante la multiplicacion de los parametros anteriores.

Para analizar posibles diferencias y asociaciones estadisticamente
significativas entre el numero e intensidad de las células inmunomarcadas y
con las caracteristicas de las neoplasias estudiadas, se emple6 el test no
paramétrico de Mann-Whitney, considerandose que hubo significacion
estadistica cuando P < 0.05. Los test estadisticos fueron llevados a cabo por el
Departamento de Estadistica de la Unidad de Investigacion del Hospital
Universitario Dr. Negrin de Las Palmas de Gran Canaria. El software

estadistico utilizado fue el programa SPSS version 12.0, SPSS Inc.

3.2. ESTANDARIZACION DE LA TECNICA DE DETECCION MEDIANTE
WESTERN BLOT DE LA PROTEINA 14-3-3c EN TEJIDOS DE LA ESPECIE
CANINA

Los Western blots realizados en el presente trabajo se llevaron a cabo en
el Departamento de Bioquimica y Biologia Molecular de la Facultad de

Ciencias de la Salud de la Universidad de las Palmas de Gran Canaria.

3.2.1. ANTICUERPOS PRIMARIOS
Para la deteccion de la proteina 14-3-30 en tejidos caninos mediante

Western blot se emplearon los mismos anticuerpos que en los test

inmunohistoquimicos.
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3.2.2. EXTRACCION TOTAL DE PROTEINA

Para la realizacion de la técnica, las muestras de tejido fueron
descongeladas e, inmediatamente después, se homogeneizaron con un émbolo
de teflon (Ultra Turrax®, Rose Scientific Ltd, Edmonton, Canada) en tampon
frio a pH 7.4, que contenia Tris-HCI 0.01 M, NaCl 0.02 M, EDTA 0.025 M y un
coctel de inhibidores de proteasas. A continuacion, se sometieron a sonicacion
durante 10 segundos y se centrifugaron a una velocidad de 15.000 g durante
15 minutos a 4°C (Fig. 14). Las proteinas de los sobrenadantes
correspondientes a los extractos totales se cuantificaron y se mantuvieron a
4°C para la realizacion de la electroforesis de proteinas (Fig. 14). El material

no utilizado se almaceno a -20°C para la realizacion de estudios posteriores.

Figura 14. Metodologia para la realizacion del Western blot. a) Centrifugacién a
15000 g a 4° C para la obtencién de los sobrenadantes proteicos. b) Cuantificacion de
las proteinas obtenidas de los sobrenadantes.

3.2.3. ELECTROFORESIS DE PROTEINAS EN GELES DE
POLIACRILAMIDA EN CONDICIONES DESNATURALIZANTES (SDS-PAGE) Y
WESTERN BLOT

La electroforesis en geles de poliacrilamida en presencia del detergente
SDS es el sistema mas comun para separar proteinas en funcién del peso
molecular (Laemmli, 1970). Los extractos proteicos obtenidos, segin lo
expuesto anteriormente, se resolvieron electroforéticamente en geles de
poliacrilamida y en presencia de SDS con un rango de porcentaje de
reticulacion entre un 10% y un 12.5% (proporcion acrilamida: bisacrilamida

30:1).
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Para realizar estas electroforesis se utilizo el sistema Miniprotean III
(Bio-Rad Laboratorios, Reino Unido), a un potencial constante de 150V (Fig.
15). Tras la electroforesis, se visualizaron las proteinas tinendo los geles con
azul de Coomassie, que reacciona con ciertos aminoacidos polares. Esta
tincion permiti6 comprobar el rendimiento proteico y la resolucion
electroforética cuando fue requerido para determinar los analisis

experimentales.

Figura 15. Metodologia para la realizacion del Western blot. a. Cubeta de
electroforesis y geles de poliacrilamida necesarios para la electroforesis de proteinas.
b. Los extractos de proteina se desplazan merced a su carga eléctrica.

La técnica de Western blot permite detectar una proteina concreta en
una mezcla proteica (Harlow & Lane, 1998). Para realizar esta técnica, las
proteinas separadas electroforéticamente se transfirieron a membranas de
polivinilo (PVDF) (Hybond-P, Amersham Biosciences, Reino Unido) utilizando
el sistema Mini-Trans Blot (Bio-Rad Laboratorios, Reino Unido), a un voltaje

que oscilo de 200 a 250 mA durante 90 minutos a 4°C (Fig. 16).

Figura 16. Metodologia para la realizacion del Western blot. a) Seccion del gel de
poliacrilamida. b) Gel de poliacrilamida en contacto con la membrana de polivinilo
para proceder a la transferencia
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Para evitar la union inespecifica de los anticuerpos, las membranas de
PVDF se incubaron durante 1 hora a temperatura ambiente en una solucion
que contiene 5% de leche desnatada disuelta en PBS (BLOTTO, Bovine Lacto
Transfer Technique Optimizer) y, a continuacién, se incubaron durante 18
horas a 4°C con los anticuerpos primarios (N14 y 5D7) en disolucién 1:200

con PBS.

A continuacién, se realizaron tres lavados de 5 minutos a temperatura
ambiente en tampon de lavado que contenia PBS y 0.1% del detergente Tween-
20 (Neolab inc. José de Amenabar, Argentina) (PBST), para eliminar el exceso
de anticuerpo primario en la membrana. Para identificar las bandas
especificas correspondientes a la unién del anticuerpo primario, las
membranas se incubaron durante 1 hora con el anticuerpo secundario, anti-
raton (para el clon 5D7) o anti-cabra (para el clon N14), acoplados a
peroxidasa de rabano, diluidos a 1:10000 en BLOTTO. Posteriormente, se
realizaron tres lavados de las membranas de 5 minutos a temperatura

ambiente en PBST.

Las bandas inmunorreactivas se visualizaron mediante la
quimioluminiscencia obtenida por la reaccion enzimatica de la peroxidasa con
el luminol, un compuesto que emite luz al oxidarse (InmunoStar™Western’c,
Biorad inc., Amersham, Reino Unido) (Fig. 17). Las senales especificas
correspondientes a las proteinas reconocidas por los anticuerpos se revelaron
por la exposicién de una pelicula fotosensible en contacto con la membrana
quimioluminiscente. Dicha quimioluminiscencia fue captada y fotografiada

con un luminémetro (Biorad inc., Amersham, Reino Unido) (Fig. 17).

Figura 17. Metodologia para la realizaciéon del Western blot. a) Reactivo terciario
para provocar quimioluminiscencia. b) Detector de quimioluminiscencia.
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3.3. TECNICA DE DOBLE INMUNOTINCION PARA LA DETECCION
DE LAS PROTEINAS 14-3-30 y p63 EN TEJIDOS DE LA ESPECIE CANINA

Para estudiar la co-expresion de las proteinas 14-3-30 y p63 se empleo
un kit de visualizacion EnVision™ de segunda generacion (Dako inc.,
Glostrup, Dinamarca). El kit EnVision™ G |2 Doublestain System es util para
la deteccion simultanea de dos antigenos presentes en concentraciones bajas
en una sola muestra de tejido. La visualizacion esta basada en la peroxidasa
(HRP) empleando diaminobencidina (DAB) como cromoégeno y en la fosfatasa
alcalina (AP) con Permanent Red como cromoégeno. Este sistema no utiliza la
biotina, por lo que se reduce significativamente la tincion inespecifica derivada

de la actividad endoégena de la avidina-biotina.

3.3.1. PROTOCOLO DE TINCION

Las preparaciones fueron desparafinadas e hidratadas previamente a la
realizacion del tratamiento de desenmascaramiento antigénico que consistio
en sumergir las preparaciones en un bano de citrato a pH 6, durante 20
minutos. A continuacion, se atemperaron las preparaciones como paso previo
a dispensar los diferentes reactivos del kit de doble inmunotincion. Los pasos

de este kit se relacionan y explican a continuacion:

Paso 1: Bloqueo enzimdtico endbégeno doble

Se eliminé el exceso de PBS y se limpiaron los bordes de cada
preparacion para, a continuacion, dispensar entre 100 y 150 pl de solucion de
bloqueo enzimatico endégeno doble. El tiempo de incubacion fue de 5

minutos. Seguidamente se realizaron 3 pases de PBS de 5 minutos.

Paso 2: Incubacién del anticuerpo primario n° 1

El anticuerpo primario que se incubdé en primer lugar fue el anti-
proteina 14-3-30 (clon 5SD7, 1:50). Se elimind el exceso de PBS y se dispenso
una cantidad adecuada de anticuerpo para la extension de cada tejido. El
tiempo de incubacién fue de 1 hora a temperatura ambiente en camara

humeda.
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Paso 3: Polimero/ HRP

Tras realizar 3 pases de PBS de 5 minutos cada uno, se eliminé el
exceso de tampon de lavado y se limpiaron los bordes de las muestras, para
dispensar entre 100 y 150 pl de polimero/HRP. El tiempo de incubaciéon fue
de 10 (* 1) minutos. Tras la incubacion se lavaron las muestras en 3 pases de

PBS de 5 minutos.

Paso 4: Preparacion de la DAB+ Solucién de trabajo

Para preparar la DAB+ Working Solution (primer cromogeno) se
mezclaron 1 ml de DAB+ Substrate Buffer con 1 gota (25-30 pl aprox.) de
DAB+ Chromogen. Una alicuota de 1 ml fue suficiente para cubrir
adecuadamente el tejido de 10 muestras. Aunque la solucion DAB+ Working
Solution es estable durante aproximadamente 5 dias si se almacena a una
temperatura de 2-8 °C, en todos los ensayos de este estudio se utilizo DAB+

Working Solution recién preparada.

Paso 5: DAB+ Solucién de trabajo

Tras eliminar el exceso de PBS de los portaobjetos se dispenso entre
100 y 150 pl de DAB+ solucion de trabajo por preparacion y se revelé durante
10 (* 1) minutos. Los restos de cromégeno se recogieron en un recipiente
adecuado para su posterior tratamiento como residuo. A continuacion, las

muestras se lavaron en 3 pases de PBS de 5 minutos.

Paso 6: Solucion inhibidora

Una vez eliminado el exceso de PBS y limpiados los bordes, se aplico
entre 100 y 150 pl de la solucion inhibidora a cada muestra y se incubo
durante 3 (+ 1) minutos. Seguidamente las muestras se lavaron en 3 pases de

PBS de 5 minutos.

Paso 7: Anticuerpo primario n° 2

El segundo anticuerpo primario, el anti-proteina p63 (clon 4A4, 1:50),
se dispenso de igual manera que en el paso 2, con un tiempo de incubacion de
30 minutos a temperatura ambiente en camara humeda. Tras la incubacién

las muestras se lavaron en 3 pases de PBS de 5 minutos.
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Paso 8: Conejo/ratéon (LINK)

Eliminado el exceso de tampon y limpiados los portaobjetos, se aplico
entre 100 y 150 pl de Rabbit/Mouse (LINK). El tiempo de incubacién fue de 10
(£ 1) minutos. Seguidamente las muestras se lavaron en 3 pases de PBS de 5

minutos.

Paso 9: Polimero/AP

Como en el paso anterior, se eliminé el exceso de tampoén de lavado y se
limpiaron los portaobjetos, aplicando seguidamente entre 100 y 150 ul de
Polymer/AP. El tiempo de incubacion fue de 10 (+ 1) minutos, seguidos de 3

lavados de PBS de 5 minutos.

Paso 10: Preparaciéon de la solucién de trabajo rojo permanente

El segundo cromégeno se prepardé mezclando 100 partes de Permanent
Red Substrate Buffer con 1 parte de Permanent Red Chromogen. Esta solucion
se degrada con rapidez y debe de ser utilizada en los 30 minutos siguientes a

Su preparacion.

Paso 11: Solucién de trabajo rojo permanente

Una vez eliminado el exceso de PBS, se dispensoé el segundo cromégeno
y se dejo actuar durante 15 minutos. Los restos de cromoégeno se recogieron
en un recipiente adecuado para su posterior tratamiento como residuo. A
continuacion, las muestras se lavaron en 3 lavados de agua destilada de 5

minutos.

Paso 12: Contratincion

Se sumergieron los portaobjetos en un bano de hematoxilina de Mayer
(Dako inc., Glostrup, Dinamarca) durante 5 minutos. Para obtener un color
azul de mayor calidad, las muestras se sumergieron en un bano de 37 mmol/1
de agua amoniacal en 10 pases, enjuagandolos inmediatamente en agua
destilada durante 8 minutos. El agua amoniacal (37 mmol/l) se preparo
mezclando 2,5 ml de 15 mol/l de hidréxido de amonio (concentrado) con 1

litro de agua destilada.
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Paso 13: Montaje

Las preparaciones se montaron usando un medio acuoso (Dako

Glycergel™ Mounting Medium, Dako inc., Glostrup, Dinamarca).

3.3.2. EVALUACION DE LAS PREPARACIONES

Las preparaciones se valoraron de manera positiva cuando se
observaron a nivel celular inmunoprecipitados de color marron en el

citoplasma (14-3-30) o de color rojo en el ntcleo (p63).

3.4. TEJIDOS EMPLEADOS EN EL ESTUDIO

3.4.1. TEJIDOS CONTROL

Para estandarizar la técnica inmunohistoquimica de deteccion de la
proteina 14-3-30 en tejidos caninos se utilizaron muestras de tejido humano
fijadas durante 24-48 horas en formol tamponado al 10% e incluidas en

parafina.

Controles positivos.- Los cortes de tejido de piel humana, glandula

mamaria humana y carcinoma de células escamosas broncogénico humano,
cedidos por los Servicios de Anatomia Patologica del Hospital Universitario
Insular de Las Palmas de Gran Canaria, Hospital Materno Infantil de Gran
Canaria y del Hospital Universitario Insular de Tenerife, respectivamente, se
incubaron con los anticuerpos anti-proteina 14-3-30. Los parametros

evaluados fueron los siguientes:

a) El funcionamiento de las técnicas desarrolladas en las muestras de piel,
glandula mamaria y carcinoma de células escamosas broncogénico ya que
estas muestras contienen los antigenos frente a los que se desarrollaron los
anticuerpos a ensayar (control positivo técnico) (Osada et al., 2002, Nakajima

et al., 2003; Qi et al., 2005; Shiba-Ishii et al., 2011).
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b) La dilucion optima de los anticuerpos utilizados en las muestras de piel

canina.

c) El tratamiento de desenmascaramiento antigénico idéoneo en las muestras

de piel canina.

Controles negativos.- Los cortes de tejido de piel humana, glandula

mamaria humana y carcinoma de células escamosas broncogénico humana
no se incubaron con los anticuerpos especificos sino con suero normal de
conejo y tampon fosfato (PBS) 0'01 M a pH 7'2. Los parametros evaluados

fueron los siguientes:

a) La presencia o ausencia de reaccion del suero normal de conejo con los
tejidos objeto de estudio.

b) La presencia o ausencia de reacciones no deseadas de los productos
utilizados para colorear la reaccion antigeno-anticuerpo con los tejidos objeto

de estudio (en los cortes incubados con PBS).

3.4.2. TEJIDOS NORMALES CANINOS

Los tejidos caninos normales usados en la deteccion
inmunohistoquimica de la proteina 14-3-30 se obtuvieron del archivo de
necropsias del Servicio de Diagnoéstico Anatomopatolégico Veterinario del
Departamento de Morfologia de la Facultad de Veterinaria de la Universidad de
Las Palmas de Gran Canaria. Se seleccionaron 4 casos (2 machos y 2
hembras) de animales fallecidos por causas no oncolégicas y que habian sido
remitidos a dicho servicio para la realizacion de su necropsia y posterior

estudio histopatolégico.

Las muestras incluidas en el estudio inmunohistoquimico fueron: piel,
lengua, cavidad oral, tonsilas, glandula salival, traquea, pulmoén, esofago,
estomago, duodeno, yeyuno, ileon, colon, recto, pancreas, higado, vesicula
biliar, rinén, uréter, vejiga urinaria, uretra, glandula adrenal, hipofisis,

tiroides, paratiroides, testiculo, epididimo, prostata, ovario, utero, vagina,

85



Material y Métodos

glandula mamaria, bazo, nédulo linfatico, cerebro, cerebelo, médula espinal y

musculos estriados esquelético y cardiaco.

Para la realizacion de la técnica de Western blot se obtuvieron muestras
frescas de tejidos de un perro macho sacrificado por motivos humanitarios en
el Albergue Insular de Animales de Banaderos y que fueron inmediatamente
conservadas a — 80°C. Las muestras incluidas fueron: piel, glandula salival,
esofago, higado, rindn, vejiga urinaria, glandula mamaria, nédulo linfatico y

cerebro.

3.4.3. TEJIDOS NEOPLASICOS MAMARIOS CANINOS

Para analizar inmunohistoquimicamente la localizacion y distribucion
de la proteina 14-3-30 en tejido mamarios caninos normales, displasicos y
neoplasicos, se seleccionaron 82 muestras de tejidos mamarios caninos del
archivo de biopsias del Servicio de Diagnéstico Anatomopatolégico Veterinario
del Departamento de Morfologia de la Facultad de Veterinaria de la
Universidad de Las Palmas de Gran Canaria que incluian 4 mamas normales,
16 neoplasias benignas y 62 neoplasias malignas que habian sido extirpadas
quirargicamente al mismo numero de perras. Ademas, adyacente a las
lesiones neoplasicas se encontraron areas de tejido mamario sano y displasico
en 49 y 23 de las muestras, respectivamente. En 19 de los casos se incluia el
linfonodo regional para su evaluacion y, por ultimo, en un caso se pudo

analizar el bazo con metastasis.

Las neoplasias mamarias incluidas en el presente estudio fueron
evaluadas por tres observadores siguiendo la “Clasificacion Histologica de los
Tumores de Mama de la Perra y la Gata” de la Organizacion Mundial de la

Salud (Misdorp et al., 1999) y se distribuyeron segun se refleja en la Tabla 15.
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Tabla 15. Clasificacion de las lesiones mamarias de la perra en donde se sefiala el numero

y tipo histolégico de los casos incluidos en el presente estudio (Misdorp, 1999).

1. NEOPLASIAS MALIGNAS 2. NEOPL. BENIGNAS

. Carcinoma no infiltrante ("in situ") (n=2) 2.1. Adenoma
2.1.1. Adenoma simple (n=6)
2.1.2. Adenoma complejo (n=6)
2.1.3. Adenoma basalioide (n=0)

1.2. Carcinoma complejo (n=15) 2.2. Fibroadenoma (n=4)

1.3. Carcinoma simple 2.3. Tumor mixto benigno (n=0)
1.3.1. Carcinoma tuibulo-papilar (n=18)
1.3.2. Carcinoma so6lido (n=15)

1.3.3. Carcinoma anaplasico (n=1)

1.4. Carcinoma de tipos especiales 2.4. Papiloma ductal (n=0)
1.4.1. Carcinoma de células fusiformes (n=0)
1.4.2. Carcinoma de células escamosas (n=0)
1.4.3. Carcinoma mucinoso (n=0)

1.4.4. Carcinoma rico en lipidos (n=3)

1.5. Sarcomas.
1.5.1. Fibrosarcoma (n=0)
1.5.2. Osteosarcoma (n=0)
1.5.3. Otros sarcomas (n=0)

1.6. Carcinosarcomas (n=2)

1.7. Carcinoma o sarcoma en tumor benigno (n==8)

3. TUMORES NO CLA

4. HIPERPLASIA MAMARIA/DISPLASIAS

4.1. Hiperplasia ductal (n=0)

4.2. Hiperplasia lobular
4.2.1. Hiperplasia epitelial (n=4)
4.2.2. Adenosis (n=19)

4.3. Quistica (n=0)

4.4. Ectasia ductal (n=1)

4.5. Fibrosis focal (fibroesclerosis) (n=0)
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Ademas de las muestras para el diagnéstico histopatolégico e
inmunohistoquimico, en 12 casos se obtuvo tejido fresco tanto tumoral como
del noédulo linfatico regional que se conservo a -80°C inmediatamente tras la

cirugia, para su analisis mediante Western blot (Fig. 18).

Figura 18. Imagenes representativas de la toma de muestra para western blot. a)
Pieza de mastectomia regional recién escisionada b) En la imagen se observa una
lesion nodular, seccionada sagitalmente, bien delimitada sobre la que se ha marcado
(cuadro de puntos) la zona de obtencion de la muestra para western blot. La seccion
contraria (figura amarilla) se emple6 para el diagnéstico anatomopatolégico y analisis
inmunohistoquimico.

3.4.3.1. Caracteristicas microscopicas analizadas de las neoplasias

incluidas en el estudio

Las caracteristicas microscopicas analizadas en las neoplasias de tipo
histologico maligno (n=82) fueron las siguientes: 1) el grado histolégico de
malignidad; 2) la presencia de areas de necrosis isquémica; 3) la presencia de
infiltrado linfocitario; 4) la presencia de émbolos de células neoplasicas en
vasos sanguineos o linfaticos y 5) la presencia de metastasis en los ganglios

linfaticos regionales.

Estudio microscopico

El estudio microscopico se realizo6 en cortes de tejido de 3-4
micrometros de grosor tenidos con la técnica histoquimica de la Hematoxilina-
eosina. Los criterios utilizados para evaluar las distintas caracteristicas

microscopicas de los tumores fueron los propuestos por Misdorp (2002):

a) Tipo histologico: se determinod siguiendo los criterios de la "Clasificacion

Histologica de los Tumores de Mama de la Perra y la Gata" de la
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Organizacion Mundial de la Salud (Misdorp et al., 1999).

b) Grado histologico de malignidad: se determind siguiendo los criterios de
Lagadic y Estrada (1990), que distinguen tres grados histologicos de
malignidad (creciente) (I, II, III), y cuya determinacion se basa en tres

criterios (Tabla 16):

1. Formacioén de tibulos con mayor o menor frecuencia.
2. Grado de atipia de las células epiteliales.

3. Numero de mitosis

Tabla 16. Criterios para la determinacion del grado histologico de malignidad

de los tumores de la mama canina

FORMACION DE TUBULOS ATIPIA MITOSIS
(N° EN 10 CAMPOS DE 40X)
Siempre: 1 punto Ligera: 1 punto 0-4 puntos: 1 punto
Ocasional: 2 puntos Moderada: 2 puntos 5-9 mitosis: 2 puntos
Raramente: 3 puntos Intensa: 3 puntos > 10 mitosis: 3 puntos

Sumando los puntos que corresponden a cada parametro, se obtiene la

gradacion del tumor:

GRADO I: de 3 a 5 puntos.
GRADO II: 6 6 7 puntos.
GRADO III: 8 6 9 puntos.

c) Areas de necrosis isquémica: areas de material eosinéfilo y homogéneo, con
o sin imagen en sombra de alguna estructura identificable (tubulos, masas
solidas u otras), y con particulas basoéfilas de distintas formas y tamanos en

Su seno.

d) Infiltrado linfocitario: presencia de linfocitos en grupos alrededor y/o en el

interior de los focos de crecimiento neoplasico.
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e) Embolos de células neoplasicas en vasos linfaticos y/o sanguineos: células
en grupos en la luz de estructuras con una capa de endotelio claramente
identificable y localizadas en la periferia de los tumores (vasos linfaticos) o en
la luz de estructuras con una capa de endotelio y una capa muscular lisa
(continua o discontinua) claramente identificables y localizadas en la periferia

y/o en el interior de los tumores (vasos sanguineos arteriales o venosos).
f) Metastasis en ganglios linfaticos regionales y 6rganos a distancia: mediante

la identificacion de émbolos de células neoplasicas en los senos ganglionares

y/o de focos de células neoplasicas en el espesor del ganglio.
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4.1. LOCALIZACION Y DISTRIBUCION INMUNOHISTOQUIMICA DE LA
PROTEINA 14-3-3c EN TEJIDOS NORMALES DE LA ESPECIE CANINA

4.1.1. EXPRESION DE LA PROTEINA 14-3-30 EN TEJIDOS CONTROL

La incubacion con los anticuerpos anti-proteina 14-3-30, clon N14
(anicuerpo policlonal creado en cabra) y clon 5SD7 (anticuerpo monoclonal
creado en raton), fueron capaces de producir inmunoprecipitado especifico en
los tejidos control y problema utilizados, cuando se sometieron a un proceso
de desenmascaramiento antigénico consistente en el tratamiento térmico de
las preparaciones histolégicas mediante inmersiéon en una solucién de citrato
a pH 6, en olla sin presion durante 20 minutos. También se obtuvieron
resultados positivos cuando se utilizé la inmersion en citrato a pH 6 durante 3
minutos en olla a presion. No obstante, este ultimo tratamiento de
desenmascaramiento antigénico, aunque produjo resultados valorables,
provoco, en un mayor numero de ocasiones, el desprendimiento de los tejidos.
El resto de variaciones en el método de desenmascaramiento antigénico no

produjo resultados satisfactorios en la técnica inmunohistoquimica.

Las secciones de piel, glandula mamaria y carcinoma de células
escamosas broncogénico humanos, usadas como control positivo técnico, es
decir, tejidos de los que se conoce que expresan la proteina 14-3-30,

mostraron un inmunoprecipitado en diferentes tipos celulares.

En la piel humana se observo intensa inmunotinciéon en las células
epiteliales de la epidermis y del foliculo piloso. A nivel de las glandulas
sebaceas se observo intensa positividad a nivel de las células basales mientras
que los sebocitos mostraron débil/moderada inmunotincion. Las glandulas
sudoriparas apocrinas mostraron moderada positividad a nivel de las células

epiteliales siendo las células mioepiteliales negativas (Fig. 19).

93



Resultados

Figura 19. Expresion inmunohistoquimica de la proteina 14-3-30 en piel
humana. a) Imagen a pocos aumentos en la que se observa intensa reaccién a nivel
de epidermis y complejo pilosebaceo. 4x. Clon N14. b) Intensa reaccién a nivel de las
vainas foliculares del pelo y moderada reacciéon de sebocitos. 10x. Clon N14. c)
Intensa reaccion a nivel de las células de reserva de la glandula sebacea. 40x. Clon
N14. d) Moderada reaccion a nivel de las células epiteliales luminales de las
glandulas sudoriparas apocrinas. 40x. Clon N14. IHQ.

En la glandula mamaria humana se observé expresion de la proteina a
nivel de las células mioepiteliales que rodeaban los acinos mamarios, mientras

que las células epiteliales luminales fueron negativas (Fig. 20a).

Las secciones de carcinoma de células escamosas broncogénico
humano presentaron intensa inmunotincion en las células epiteliales
neoplasicas (Fig. 20b). No se observaron diferencias de inmunotinciéon entre

los anticuerpos N14 y 5D7 en los controles utilizados.
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Figura 20. Expresion inmunohistoquimica de la proteina 14-3-30 en tejidos
normal y neoplasico humanos. a) Mama normal humana. Se observa inmunotinciéon
a nivel de las células mioepiteliales que rodean las estructuras acinares. Las células
epiteliales luminales son negativas. 20x. Clon N14. b) Carcinoma de células
escamosas broncogénico humano. Intensa expresion de la proteina 14-3-30 en las
células epiteliales neoplasicas. 10x. Clon N14. ITHQ.

4.1.2. EXPRESION DE LA PROTEINA 14-3-3c EN TEJIDOS NORMALES
CANINOS

No se encontraron, en general, diferencias en la distribucion y en los
patrones de intensidad de inmunotincién entre las muestras de los 4 animales
control ni entre los dos anticuerpos utilizados. Ambos anticuerpos, policlonal
(N14) y monoclonal (5D7), permitieron detectar la presencia de la proteina 14-
3-30 en diferentes tipos de tejido canino y mostraron tres patrones de
inmunotincién: intracitoplasmatico, nuclear y de membrana. Este patréon de
inmunotincién variéo en funcion del tejido analizado. Mayoritariamente, los
anticuerpos no mostraron importantes diferencias de inmunotincion, si bien,
se observaron tipos celulares que resultaron positivos o negativos en funcion
del anticuerpo utilizado. A continuacion se describe el patron de expresion de
la proteina 14-3-30 en los tejidos caninos normales analizados (Tabla 17). Las
diferencias de inmunoticién, en relacion al anticuerpo utilizado, sélo son

descritas cuando existieron.
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Tabla 17. Expresion inmunohistoquimica de la proteina 14-3-30 en tejidos normales de la especie canina.

Tejido Citoplasma Nicleo ‘ Tejido Citoplasma  Niucleo
Piel Aparato urinario
Epidermis/foliculo piloso +++ Rinén
Glandulas sebaceas ++ Glomérulos -
Glandulas apocrinas Tuabulos -
Acinos ++ Pelvis renal +++
Mioepitelio ++ Vejiga Urinaria
Aparato digestivo Células superficiales e+
Lengua et Células basales +++
Glandula salival Glandulas endocrinas
Acinos - Glandula pituitaria -
Mioepitelio - Tiroides y paratiroides -
Ductos - Glandula adrenal
Eséfago Corteza -
Epitelio + Médula % /-
Glandulas + Aparato reproductor del macho
Estomago Parénquima testicular -
Glandulas gastricas +*/- Epididimo -
Criptas gastricas - Prostata
Glandulas piléricas - Acinos +/wx )
Intestino Ductos e+
Epitelio de superficie - Aparato reproductor de la hembra
Criptas mucosas - Ovario
Glandulas de Brunner - 1
Epitelio -
Higado Rete ovarica -
Hepatocitos - Utero
Ductos biliares - Epitelio -
Vesicula biliar +++ Glandulas N
Pancreas Vagina (epitelio) +++
Acinos ) Glandula mamaria
Ductos - -
Acinos +/-
Islotes +H¥ /- Y
Mioepitelio +++
Aparato respiratorio Ductos /-
Traquea y bronquios Sistema Nervioso
Epitelio cilindrico -
Cerebro -
Células basales +
Cerebelo -
Glandulas - p . -
Células ependimarias -
Alveolos -

5n observada con el Clon N14. ** Reaccion observada con el Clon 5SD7.
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4.1.2.1. PIEL

Las secciones de piel analizadas mostraron una fuerte reaccion
localizada en todos los estratos de la epidermis. La intensidad de reaccién en
los queratinocitos siempre obtuvo una puntuacion de ++ o +++. En ocasiones,
se observo una tendencia a mostrar una mayor intensidad de tincion en los
estratos medios y superiores. El estrato corneo siempre resulté negativo (Fig.
21a,b). En una de las pieles analizadas (perro hembra) se observo, ademas de
la reaccion citoplasmatica, una reaccion nuclear en los queratinocitos de

diferentes estratos epidermales (Fig. 21b) (Tabla 17).
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Figura 21. Expresion inmunohistoquimica de la proteina 14-3-30 en piel canina.
a) Intensa (+++) reaccién citoplasmatica del anticuerpo 14-3-30 en todos los estratos
de la epidermis de la piel de un pezén. Se observa mayor intensidad de reaccién a
nivel de los estratos medio y superior. El estrato cérneo es negativo. Obsérvese
reaccion negativa de la queratina. 10x. Clon N14. b) Moderada (++) reaccion
citoplasmatica del anticuerpo 14-3-30 asociada a reaccién nuclear positiva de
queratinocitos de la epidermis y del foliculo piloso. Obsérvese diferentes grados de
intensidad de tincién nuclear. 10x. Clon N14. [HQ.

El foliculo piloso fue positivo a nivel de las células de la vaina folicular
externa, del cortex y del bulbo, siempre con una intensidad de reaccion
elevada (+++) y de localizacion citoplasmatica. En contraposicion, las células
de la papila y de la meédula resultaron negativas (Fig. 22a, b y c¢).
Ocasionalmente, se observd reaccion nuclear en las células de la vaina

folicular externa y del bulbo (Fig. 21b, 22c) (Tabla 17).
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A nivel de complejos pilosebaceos se observo reaccion en las glandulas
sebaceas, donde las células basales (o de reserva) mostraron reaccion positiva
intensa (+++) de localizacion citoplasmatica. Los sebocitos también resultaron
positivos pero con una menor intensidad (+), reaccion que se perdia a medida

que las células se volvian mas maduras (Fig. 22d) (Tabla 17).

Figura 22. Expresiéon inmunohistoquimica de la proteina 14-3-30 en complejos
pilosebaceos. a) Reaccion intensa (+++) a nivel de la vaina folicular externa. El
centro germinativo es negativo (flecha). 20x. Clon N14. b) La seccion transversal del
foliculo piloso muestra intensa (+++) reaccion de la vaina radicular externa y
negatividad de la médula, corteza y cuticula del pelo. 20x. Clon N14. c) Algunas
células del bulbo folicular presentan débil reaccién nuclear (flechas). 40x. Clon N14.
d) Las células basales de las glandulas sebaceas muestran intensa (+++) positividad.
Obsérvese positividad a nivel nuclear (flecha). 40x. Clon N14. IHQ.

Las glandulas sudoriparas apocrinas mostraron un patréon heterogéneo
de tincion. Mientras que algunos grupos de glandulas expresaron la proteina
14-3-30, otros fueron negativos. Los grupos de glandulas apocrinas que
resultaron positivas mostraron inmunotinciéon de intensidad media (++) en el
citoplasma de las células mioepiteliales, apareciendo éstas como una

membrana continua que abrazaba a las células epiteliales luminales.
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Ocasionalmente, en las glandulas sudoriparas apocrinas que mostraron
positividad a nivel de las células mioepiteliales, se observo positividad de débil

intensidad (+) en las células epiteliales de manera aislada (Fig. 23) (Tabla 17).

Figura 23. Expresion inmunohistoquimica de la proteina 14-3-30 en glandulas
sudoriparas. a) La proteina 14-3-30 se expresé de manera moderada (++) en las
células mioepiteliales de las glandulas sudoriparas apocrinas. Algunas células
epiteliales muestran débil positividad citoplasmatica (flechas). 20x. Clon N14. b)
Imagen a mayores aumentos donde se observa la inmunorreaccion citoplasmatica a
nivel de las células mioepiteliales. 40x. Clon N14. [HQ.

4.1.2.2. APARATO DIGESTIVO

Lengua

En los diferentes estratos del epitelio de revestimiento de este organo se
observd moderada a intensa (++/+++) reacciéon con los anticuerpos anti-
proteina 14-3-30. A nivel de las papilas se observo tendencia a la pérdida de la
expresion de la proteina en las células de los estratos superiores del epitelio
(Fig. 24a). En una de las secciones estudiadas (perro hembra) se observo,

ademas, reaccion positiva del anticuerpo a nivel nuclear (Fig. 24b) (Tabla 17).
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Figura 24. Expresion inmunohistoquimica de la proteina 14-3-30 en lengua. a)
Inmunorreacciéon positiva intensa (+++) a nivel del estrato basal con pérdida de
tinciébn hacia los estratos mas superficiales. 40x. Clon N14. b) Inmunorreaccion
moderada (++) asociada a reaccién positiva nuclear (flechas). 40x. Clon N14. THQ.

Glandula salival

El estudio inmunohistoquimico de las glandulas salivales revelé una
fuerte inmunorreaccion (+++) de tipo intracitoplasmatico en las células que
conforman los conductos de excrecion interlobulillares e intralobulillares o
estriados. Ademas, de forma se observaron multiples conductos cuyas células
epiteliales, ademas de presentar expresion citoplasmatica, presentaron
expresion de la proteina 14-3-30 en el nticleo de las células. Esta expresion de
localizacion nuclear, fue heterogénea observandose en el mismo conducto
tanto células epiteliales con expresion citoplasmatica y nuclear como células

epiteliales que solo presentaron positividad citoplasmatica (Fig. 25) (Tabla 17).

Las células mioepiteliales que recubrian externamente a los acinos de
la glandula mostraron un inmmunoprecipitado que se dispuso en el fino
citoplasma de estas células. La reaccion de tincion de las células mioepiteliales
fue intensa (+++). No se observo expresion en el nucleo de las células
mioepiteliales. Finalmente, las células epiteliales que componen los acinos

serosos de la glandula parotida resultaron negativas (Fig. 25) (Tabla 17).
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Figura 25. Expresion inmunohistoquimica de la proteina 14-3-30 en glandula
salival. a) Imagen a pocos aumentos donde se observan varios grupos de conductos
de excrecién con intensa inmunotincion. 10x. Clon 5SD7. b) Imagen a mayores
aumentos donde se observa, con mas detalle, la reaccién tanto en las células
epiteliales de los conductos como en células mioepiteliales. 40x. Clon 5D7. c) Algunos
conductos muestran células epiteliales con positividad nuclear (flechas). Otras
células del mismo conducto muestran nucleos negativos (cabeza de flecha). 40x. Clon
5D7. d) Imagen a grandes aumentos donde se observa una banda continua de células
mioepiteliales positivas que abraza a las células secretoras negativas. 40x. Clon 5D7.
[HQ.

Eséfago

El esofago se caracterizo por presentar una intensidad de reaccion débil
(+) y difusa en las células del epitelio estratificado plano que constituyen la
tinica mucosa de este 6rgano tibulo-membranoso. Ademas de esta reaccion
de distribucion citoplasmatica, encontramos un inmunoprecipitado en el
interior de los nucleos de un numero elevado de células, situadas tanto en los
niveles basales como suprabasales. Las glandulas del esofago resultaron

negativas (Fig. 26) (Tabla 17).
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Figura 26. Expresién inmunohistoquimica de la proteina 14-3-3c en esodfago. a)
Imagen a pocos aumentos donde se aprecia débil inmunotincién (+) a nivel del
epitelio de revestimiento de la mucosa del esofago, asi como negatividad de las
glandulas esofagicas. 4x. Clon N14. b) Imagen a mayores aumentos donde se observa
débil positividad citoplasmatica de las células epiteliales. Se observan numerosas
células con positividad nuclear. 20x. Clon N14. IHQ.

Estémago

La inmunotincion con el anticuerpo anti-proteina 14-3-30, clon N14,
produjo a nivel del epitelio de revestimiento del estéomago dos tipos de
inmunoprecipitado. Por una parte, se observd, a nivel de las células del
fundus un inmunoprecipitado de localizacion citoplasmatica en una posicion
yuxtanuclear, que se puntudé con una intensidad de reaccion media (++).
Ademas, se encontraron células aisladas, de morfologia troncopiramidal, que
mostraron una reaccion de distribucion citoplasmatica e intensidad elevada
intercaladas entre las células parietales y principales (+++). Debido a la
localizacion de estas células, y a que en otros tejidos se obtuvo una reaccion
positiva similar en células de naturaleza neuroendocrina, estas células se

consideraron de un mas probable origen neuroendocrino (Fig. 27a-c).
Por otra parte, la inmunotincion con el anticuerpo anti-proteina 14-3-30

5D7, no produjo ningun tipo de inmunoprecipitado en ninguna de las

estructuras histologicas que componen el estomago (Fig. 27d) (Tabla 17).
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Figura 27. Expresion inmunohistoquimica de la proteina 14-3-30 en estomago. a)
Seccion histolégica tefiida con hematoxilina-eosina (HE) de la porcién findica de las
glandulas gastricas. 10x. HE. b) Inmunoprecipitado a nivel de las células principales.
Se observa una poblacién de células teflidas con mayor intensidad (flechas). 10x. Clon
N14. c¢) Imagen a mayores aumentos donde se observa inmunoprecipitado a nivel
yuxtanuclear y en regiones apicales de las células principales (flechas gruesas). Se
observa una célula neuroendocrina tefiida de manera intensa (flecha fina). 40x. Clon

N14. d) Ausencia de reaccion a la inmunotincién con el clon 5SD7. 10x. Clon 5D7.
[HQ.

Intestino delgado y grueso

La inmunotinciéon con el clon N14 produjo, a nivel de intestino delgado,
inmunorreaccion positiva débil en las células neuroendocrinas. No se observo
tincion en otros tipos celulares (Fig. 28a). Por el contrario, la inmunotincion
con el anticuerpo 5D7 no produjo reacciéon en ningun tipo celular (Fig. 28b)
(Tabla 17). El intestino grueso no presentd inmunotincién con ninguno de los

anticuerpos empleados.
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Figura 28. Expresion inmunohistoquimica de la proteina 14-3-30 en intestino
delgado. a) La inmunotinciéon con el clon N14 produjo inmotincién en células
neuroendocrinas. Inset: Detalle de una de las células inmunopositivas. 10 y 40x,
respectivamente. Clon N14. b) La inmunotincién con el clon 5D7 no produjo
inmunorreacciéon en ningan tipo celular. 10x. Clon 5D7. IHQ.

Higado y Vesicula biliar

El higado no mostré inmunoprecipitados en ninguno tipo celular con
ninguno de los anticuerpos anti-proteina 14-3-30 (Tabla 17). La vesicula biliar,
a diferencia del higado, si mostro a nivel de la mucosa un inmunoprecipitado
en el citoplasma de las células del epitelio simple cilindrico. La intensidad de

reaccion en este caso fue débil/media (+/++) (Fig. 29) (Tabla 17).

Figura 29. Expresion inmunohistoquimica de la proteina 14-3-30 en vesicula
biliar. a) Reaccién positiva a la inmunotinciéon con el anticuerpo anti-proteina 14-3-
30 en el epitelio cilindrico de la vesicula biliar. La intensidad de tincién es débil (+).
10x. Clon N14. b) Reaccién positiva a la inmunotincién con el anticuerpo anti-
proteina 14-3-30 en el epitelio cilindrico de la vesicula biliar. Intensidad de tincion
media (++). 40x. Clon 5D7. IHQ.
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La porcién acinar o exocrina del pancreas, compuesta por células de
morfologia troncopiramidal, fueron siempre negativas a la tincion con ambos
anticuerpos anti-proteina 14-3-30. Por el contrario, cuando se emple6 el clon
N14, el pancreas endocrino (islotes de Langerhans) demostr6é una reaccion de
intensidad media (++), siendo su patron de tincion Gnicamente citoplasmatica
(Fig. 30a, b) (Tabla 17).

El clon 5D7 no produjo inmunoprecipitado en ninguna estructura
celular del pancreas (Fig. 30c, d) (Tabla 17).
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Figura 30. Expresion inmunohistoquimica de la proteina 14-3-30 en pancreas. a)
Imagen a pocos aumentos donde se observan varios islotes de Langerhans
moderadamente positivos (++). 4x. Clon N14. b) Imagen a mayores aumentos donde
se observa una tincion de intensidad media con un patron de expresion
exclusivamente citoplasmatico en un islote de Langerhans. 40x. Clon N14. c¢) y d) Las
mismas preparaciones no mostraron ningun tipo de inmunorreaccién cuando se
incubaron con el clon 5D7. 4x y 20x, respectivamente. Clon SD7. IHQ.

105



Resultados

4.1.2.3. APARATO RESPIRATORIO

Vias respiratorias y pulmoén

Las secciones de traquea y bronquios analizadas mostraron un
inmunoprecipitado débil a nivel de las células basales del epitelio (Fig. 31a). El
resto de tunicas y el tejido cartilaginoso no mostraron inmunotincién. Las

secciones de parénquima pulmonar demostraron ausencia de reaccion en las

células que tapizan los alveolos (Fig. 31b-d) (Tabla 17).

Figura 31. Expresion inmunohistoquimica de la proteina 14-3-30 en pulmén. a)
Las células basales de la traquea presentan reaccién positiva débil (+) con el
anticuerpo anti-proteina 14-3-30. 20x. Clon N14. b) El cartilago traqueal no presenté
expresion de la proteina 14-3-30. 40x. Clon N14. b) El parénquima pulmonar no
presenta inmunoprecipitado con el anticuerpo anti-proteina 14-3-3c0. 10x. Clon N14.
c) Imagen a mayores aumentos donde se observa negatividad en todas las células.
40x. Clon N14. [HQ.
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4.1.2.4. APARATO URINARIO

Rinoén, Uréter y Uretra

A nivel renal la expresion de la proteina 14-3-30 se vio limitada al
epitelio de transicion de la pelvis renal. No se observé inmunorreaccion a nivel

de glomérulos ni en el sistema de tabulos (Fig. 32a y b) (Tabla 17).

La mucosa de uréteres y uretra reaccioné de manera intensa (+++) con
ambos anticuerpos anti-proteina 14-3-30. La reaccion se distribuy6 de manera
homogénea en el citoplasma de las células del epitelio de transicion, teniendo

un reforzamiento de la inmunotincién a nivel de membrana. Variable cantidad

de células positivas a nivel citoplasmatico mostraron tincion de sus nucleos

(Fig. 32c y d) (Tabla 17).

Figura 32. Expresion inmunohistoquimica de la proteina 14-3-30 en rifiéon y
uretra. a) No se observé inmunotincion en ningin elemento celular del glomérulo ni
en las células epiteliales de los tabulos. 20x. Clon 5D7. b) Se observa
inmunorreaccion positiva a nivel del epitelio de transicion de la pelvis renal. 20x.
Clon SD7. c) Imagen a pocos aumentos de la uretra femenina. Se observa tincion
intensa y homogénea de todo el epitelio del érgano. 4x. Clon N14. d) Imagen a
mayores aumentos donde se observa un patrén de inmunotincién citoplasmatico, de
membrana y nuclear (flechas). 20x. Clon N14. IHQ.
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Vejiga urinaria

A nivel de la vejiga urinaria, las células de los estratos basales y medios
del epitelio de transicion presentaron una intensa (+++) inmunotincion
citoplasmatica. Por el contrario, las células apicales de dicho epitelio
presentaron una inmunotincion positiva débil (+) o negativa. Ademas de la
intensa reaccion citoplasmatica, se observo reaccion positiva en numerosos

nucleos de las células epiteliales de transicion. Estos resultados de

inmunotincion fueron los mismos con ambos anticuerpos anti-proteina 14-3-
30 empleados (Fig. 33) (Tabla 17).

Figura 33. Expresion inmunohistoquimica de la proteina 14-3-30 en vejiga. a)
Seccion histologica tefiida con hematoxilina-eosina del epitelio de transicién de la
vejiga urinaria canina. 40x. HE. b) Secci6én histolégica seriada en la que se observa
reaccion positiva de elevada intensidad a nivel del citoplasma de las células epiteliales
de la mucosa de la vejiga urinaria. 40x. Clon N14. c) Todas las células presentan
inmunorreaccion intracitoplasmatica positiva. Los nucleos de algunas células
aparecen heterogéneamente positivos (flechas) en tanto que otros aparecen negativos
(flechas gruesas). 40x. Clon 5D7. d) Las células en paraguas del epitelio de transicion
aparecen intensamente positivas y se intercalan con células de tinciéon débil. 40x.
Clon 5D7. [HQ.
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4.1.2.5. APARATO REPRODUCTOR DEL MACHO

Testiculos y Préstata

No se encontré ninguna inmunotinciéon en las diferentes poblaciones

celulares que componen el testiculo.

Ambos anticuerpos anti-proteina 14-3-30 produjeron un
inmunoprecipitado de gran intensidad (+++) en las células epiteliales de los
ductos (Fig. 34a y c). Con el clon N14 se observo, ademas, una reaccion
yuxtanuclear (++) que no se evidencio con el clon 5D7 (Fig. 34b). El clon 5D7
produjo ademas, una reaccion intracitoplasmatica en escasos grupos de

células secretoras con una intensidad de tincion baja (+) (Fig. 34d) (Tabla 17).

Figura 34. Expresion inmunohistoquimica de la proteina 14-3-30 en prostata. a)
Inmunorreaccion en el epitelio ductal de la préstata. Se observa inmunoprecipitado
yuxtanuclear en las células secretoras. 20x. Clon N14. b) Lobulillo prostatico en el
que se observa una generalizada inmunoprecipitacién yuxtanuclear en las células
epiteliales. 20x. Clon N14. c¢) Inmunorreaccion en las células epiteliales ductales. Las
células alveolares no presentan inmunorreacciéon. 20x. Clon 5D7. d) Imagen a
mayores aumentos donde se observa ocasional positividad de moderada intensidad
en el epitelio secretor. 40x. Clon 5D7. IHQ.
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4.1.2.6. APARATO REPRODUCTOR DE LA HEMBRA

Ovario, Utero y Cuernos uterinos

No se encontré ninguna inmunotinciéon en las diferentes poblaciones

celulares que componen el ovario.

A nivel de tutero se encontré inmunotinciéon Unicamente a nivel de
endometrio. Las células que componen este epitelio fueron inmunomarcadas
en el citoplasma de manera heterogénea con una intensidad baja (+). De igual
manera, las glandulas endometriales fueron heterogéneamente positivas (+)

(Tabla 17).

Vagina

El epitelio vaginal presento entre 2 y 3 capas de células, siendo todas
ellas positivas con ambos anticuerpos anti-proteina 14-3-3c. La intensidad de
reaccion fue media-intensa (++/+++) en los estratos mas basales, mientras que
en superficie la reaccion fue débil o negativa (+/-). La reaccion se localizo
principalmente en el citoplasma, sin embargo, numerosos nucleos también

mostraron positividad (Fig. 35) (Tabla 17).

Figura 35. Expresion inmunohistoquimica de la proteina 14-3-30 en vagina. a)
El estrato basal del epitelio de revestimiento de la vagina mostré una
inmunorreaccion intensa (+++) (puntas de flecha blanca), mientras que el estrato
superficial mostré una inmunorreaccion débil (+) (puntas de flecha negra). 40x. Clon
N14. b) Se observa variable inmunorreaccién con el anticuerpo anti-proteina 14-3-30
en el citoplasma de las células epiteliales de la mucosa de la vagina. Mientras que
algunos nucleos presentan inmunoprecipitado (flechas) otros son negativos (flechas
gruesas). 40x. Clon SD7. IHQ.
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4.1.2.7. GLANDULA MAMARIA

El patron de inmunotincion del anticuerpo anti-proteina 14-3-3oc fue

diferente en las dos glandulas mamarias examinadas.

La glandula mamaria en reposo, mostré una inmunotincion de
intensidad elevada (+++) y distribucion citoplasmatica en la totalidad de las
células mioepiteliales de ductos y acinos glandulares. Por otra parte, las
células epiteliales fueron, en su practica totalidad, negativas y solo
ocasionalmente algunas presentaron una inmunotincion débil (+) a nivel

citoplasmatico (Fig. 36) (Tabla 17).
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Figura 36. Expresion de la proteina 14-3-30 en glandula mamaria. a) Mama
canina en reposo. Expresion de la proteina 14-3-3 o en células mioepiteliales
lobulares y ductales. Se observa positividad en células epiteliales (flecha). 20x. Clon
N14. b) Mama canina en reposo. Intensa inmunorreaccién en células mioepiteliales
ductales. Se observa, ademas, moderada y heterogénea reaccién en células
epiteliales luminales. 20x. Clon N14.

La glandula mamaria activa, perteneciente a una perra muerta durante
el periodo de recuperacion tras una cesarea, presentoé una reaccion positiva de
intensidad media (++) en un importante numero de células epiteliales
secretoras. Ademas de en estas células, también se observo inmunotincion en
las células mioepiteliales de los ductos. Las células mioepiteliales de los acinos
glandulares quedaron reducidas a un fino citoplasma positivo, muchas veces
imperceptible debido a la dilatacion de las luces glandulares. En ambas
localizaciones, células epiteliales y células mioepiteliales, el patron de reaccion
fue exclusivamente citoplasmatico y ningin nucleo mostré tincién con los

anticuerpos anti-proteina 14-3-3o0 empleados (Fig. 37) (Tabla 17).
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Figura 37. Expresion de la proteina 14-3-30 en glandula mamaria. a) Mama
canina lactante. Se observa positividad en células mioepiteliales ductales y en
variable cantidad de células epiteliales luminales. 20x. Clon N14. b) Acinos mamarios
ocupados por secrecion lactea. Se observa inmunorreaccion citoplasmatica en células
epiteliales luminales. 20x. Clon N14. IHQ.

4.1.2.8. GLANDULAS ENDOCRINAS

No se observo expresion de la proteina 14-3-30 en la glandula pituitaria,
el tiroides y el paratiroides en ninguna de las muestras analizadas con

ninguno de los anticuerpos empleados.

La inmunotincion con el anticuerpo anti-proteina-14-3-30, clon N14,
produjo reaccién positiva de intensidad moderada (++) y localizacion
citoplasmatica en las células de la médula adrenal. La corteza adrenal fue

negativa (Fig. 38a) (Tabla 17).

Ademas, en una de las glandulas adrenales se observd positividad de
los cuerpos neuronales de un ganglio nervioso. Los cuerpos neuronales
presentaron una positividad de intensidad baja (+) a moderada (++). Dicha
inmunotincion fue siempre de localizacion citoplasmatica. Los gliocitos
distribuidos a manera de capsula incompleta en torno a los cuerpos

neuronales fueron negativos (Fig. 38b) (Tabla 17).
Finalmente, no se observo inmunorreaccion en la glandula adrenal ni

en el ganglio nervioso mediante la incubaciéon con el anticuerpo anti-proteina

14-3-30, clon 5D7 (Fig. 38c y d) (Tabla 17).
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Figura 38. Expresion inmunohistoquimica de la proteina 14-3-30 en glandula
adrenal. a) Inmunorreacciéon positiva en las células de la médula adrenal tras la
incubacién con el anticuerpo anti-proteina 14-3-3o. 20x. Clon N14. b) La misma
seccion histolégica mostré cuerpos neuronales positivos. 20x. Clon N14. ¢) y d) Las
mismas preparaciones no mostraron ninguan tipo de inmunorreaccion cuando se
incubaron con el anticuerpo monoclonal anti-proteina 14-3-3c. 20x. Clon 5D7. IHQ.

4.1.2.9. TEJIDO LINFOIDE

Ninguna de las secciones de nodulos linfaticos y bazo expresé la
proteina 14-3-30. De manera similar, el tejido linfoide asociado a la mucosa de

estomago, asi como en las placas de Peyer, no expreso la proteina 14-3-30.
El analisis de las tonsilas palatinas revel6 una intensa expresion de la

proteina 14-3-30 en el epitelio de revestimiento de este 6rgano sin que se

observara inmunotincion en linfocitos (Fig. 39).

113



Resultados

Figura 39. Expresion inmunohistoquimica de la proteina 14-3-30 en tonsila. a)
Seccion histologica teniida con hematoxilina-eosina de tonsila palatina. (20x). HE. b)
Seccion seriada donde se observa una intensa expresion de la proteina 14-3-30 en
las células epiteliales de la mucosa que recubre la tonsila palatina. Las células
linfoides son negativas. 20x. Clon N14. IHQ.

4.1.2.10. OTROS TEJIDOS

Cerebro, cerebelo, medula espinal, musculos estriados cardiaco y
esquelético y tejido adiposo no mostraron ningun tipo de reaccion con ninguno

de los anticuerpos anti-proteina 14-3-30 empleados en este estudio (Tabla 17).
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4.2. EXPRESION DE LA PROTEINA 14-3-3c EN TEJIDOS NORMALES DE
LA ESPECIE CANINA MEDIANTE WESTERN BLOT

La incubaciéon con ambos anticuerpos anti-proteina 14-3-3c fue capaz
de producir quimioluminiscencia especifica en las bandas correspondientes a
los homogeneizados de tejidos caninos analizados. El voltaje que produjo
mejores resultados para la transferencia de proteinas a las membranas de

polivinilo fue de 230 maA.

La incubacién con el clon N14 permitio identificar una banda proteica
del peso esperado, 30kD, en los homogeneizados de tejido mamario, vejiga,
esofago y piel. Los homogeneizados de glandula salival, rinén, cerebro, higado
y nodulo linfatico no mostraron reaccion especifica en sus bandas. Ademas, en
la banda que correspondia al tejido hepatico se observé una imagen de barrido

artefactuaria (Fig. 40).

La incubacion con el clon 5D7 permitié identificar bandas proteicas de
idéntico peso molecular que las identificadas con el clon N14. En este caso, las
bandas permitieron identificar la presencia de la proteina en los
homogeneizados de tejido mamario, vejiga, glandula salival, esofago y piel. Si
bien, todas las bandas de reacciéon obtenidas con el clon 5D7 fueron mas
intensas que las obtenidas con el clon N14. Ademas, el artefacto observado,
mediante la incubacion con el clon N14 en la banda del tejido hepatico no se

present6 en la incubacion con el clon 5D7 (Fig. 40).

1 2 3 4 5 6 7 g8 9

14-3-30 (N14) _—— - ' 30kD

14-3-30 (5D7) | - - - 30kD

Figura 40. Expresion de la proteina 14-3-30 mediante Western blot con los
clones N14 y 5D7. Se observa una deteccion mas precisa y con menos artefactos
en las bandas obtenidas con la incubacién del clon 5D7. 1. Glandula mamaria. 2.
Vejiga urinaria. 3. Glandula salival. 4. Esé6fago. 5. Piel. 6. Rin6n. 7. Cerebro. 8.
Higado. 9. Nédulo linfatico.
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4.3. LOCALIZACION Y DISTRIBUCION INMUNOHISTOQUIMICA DE LA

PROTEINA 14-3-3¢

EN TEJIDOS NORMALES,

DISPLASICOS Y

NEOPLASICOS MAMARIOS DE LA ESPECIE CANINA

El analisis de la expresion de la proteina 14-3-30 en el tejido mamario

normal, displasico y neoplasico se llevd a cabo empleando el anticuerpo

monoclonal anti-proteina 14-3-30, clon 5D7, estando los resultados obtenidos

resumidos en la Tabla 18.

Tabla 18. Expresion inmunohistoquimica de la proteina 14-3-30 en células epiteliales
y mioepiteliales en tejidos normales, displasicos y neoplasicos de la glandula mamaria

de la especie canina.

Intensidad de

Proporcion de células

inmunotincion inmunopositivas
1 2 3 4
Tipo Histologico N° de - + ++ +++ (<5%) (5-25%) (25-50%) (>50%)
casos
Células epiteliales
Glandula mamaria normal 53 41 12 0 0 12 0 0 0
Displasias mamarias 23 15 4 3 1 4 2 2 0
Neoplasias benignas
Adenoma simple 6 2 4 0 0 3 1 0 0
Adenoma complejo 6 0 4 2 0 0 5 1 0
Fibroadenoma 4 4 0 0 0 0 0 0 0
Neoplasias malignas
Carcinoma simple tibulo-papilar 18 3 4 7 4 1 3 7 4
Carcinoma simple solido 15 1 1 4 9 1 1 4 8
Carcinoma complejo 15 3 8 3 1 7 1 3 1
Carcinoma en tumor benigno 8 0 2 2 4 0 3 2 3
Carcinosarcoma 2 0 0 0 2 0 0 0 2
Carcinoma anaplasico 1 0 0 0 1 0 0 1 0
Carcinoma rico en lipidos 3 0 0 1 2 0 0 0 3
Células mioepiteliales
Glandula mamaria normal 53 0 0 0 53 0 0 0 53
Displasias mamarias 23 2 1 6 14 0 0 14 7
Neoplasias benignas
Adenoma simple 6 0 0 1 5 0 1 2 3
Adenoma complejo 6 0 1 2 3 1 4 0 1
Fibroadenoma 4 0 0 0 4 0 0 1 3
Neoplasias malignas
Carcinoma simple tidbulo-papilar 18 5 2 4 7 2 1 6 4
Carcinoma simple solido 15 9 5 0 1 6 0 0 0
Carcinoma complejo 15 0 3 4 8 0 10 2 3
Carcinoma en tumor benigno 8 0 4 3 1 1 5 2 0
Carcinosarcoma 2 0 0 0 2 1 1 0 0
Carcinoma anaplasico 1 1 0 0 0 0 0 0 0
Carcinoma rico en lipidos 3 1 0 1 1 2 0 0 0
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4.3.1. GLANDULA MAMARIA NORMAL Y DISPLASICA

En la glandula mamaria normal canina, la incubacién de las
preparaciones histologicas con el anticuerpo monoclonal anti-proteina 14-3-30
SD7 produjo inmunorreaccién, con un patron de tincién citoplasmatico, en
todas las células mioepiteliales periacinares y periductales (n=53). La
intensidad de tincion fue homogénea en todas las preparaciones. En 12 casos
pudieron observarse inmunoprecipitados en células epiteliales de alveolos y
ductos. No obstante, la inmunotincion de las células mioepiteliales siempre

fue de mayor intensidad que la de las células epiteliales (Fig. 41).

¥ W

'o‘:-\‘ = s
p— - N

m\'.? N

Figura 41. Expresion inmunohistoquimica de la proteina 14-3-30 en mama
normal. a) Imagen a pocos aumentos donde se observa homogeneidad de reaccion en
células mioepiteliales en los acinos de un lobulillo mamario. 10x. Clon SD7. b)
Imagen a mayores aumentos. Se observa una capa continua de células mioepiteliales
cuyo citoplasma presenta inmunotincién exclusivamente citoplasmatica. 20x. Clon
SD7. c) Se observan estructuras acinares con positividad en células mioepiteliales
(parte superior de la imagen). Adyacente se observa un ducto con positividad en
células epiteliales y mioepiteliales. 20x. Clon 5D7. d) Mismo patrén de inmunotincion
que en c) 20x. Clon 5D7. [HQ.
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En 23 de las muestras de tumores analizados se encontr6 mama
displasica adyacente a las proliferaciones neoplasicas. Las displasias
mamarias encontradas fueron hiperplasias lobulillares de tipo adenosis (n=19)
e hiperplasias lobulillares de tipo epiteliosis (n=4). Las zonas de hiperplasia
lobulillar de tipo adenosis presentaron un patrén de tincién similar al de la
mama normal, aunque en 2 casos de adenosis no se observo inmunotincion a
nivel de las células mioepiteliales ni de las epiteliales. En los 4 casos de
hiperplasias de tipo epiteliosis se observo, ademas de la inmunotincion en las
células mioepiteliales, positividad de moderada a intensa en las células

epiteliales (Fig. 42).
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Figura 42. Expresion de la proteina 14-3-30 en tejidos mamarios displasicos. a)
Area de epiteliosis donde las células epiteliales son positivas (flecha), adyacente a un
l6bulo donde los acinos expresan la proteina en las células mioepiteliales. 20x. Clon
SD7. b) Foco de epiteliosis donde ambos compartimentos, epitelial y mioepitelial,
presentan reaccion positiva. 20x. Clon 5D7. c) Imagen a pocos aumentos donde se
observa un lobulillo mamario histologicamente normal (flechas) adyacente a un
ducto con hiperplasia epitelial. La inmunorreaccion en la mama normal queda
confinada a las células mioepiteliales, mientras que el conducto hiperplasico
presenta intensa reacciéon en las células epiteliales. 10x. Clon 5D7. d) Imagen a
mayores aumentos donde se observa la positividad de las células epiteliales ductales.
20x. Clon 5D7. IHQ.
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4.3.2. NEOPLASIAS BENIGNAS

La expresion inmunohistoquimica de la proteina 14-3-30 se examind en
16 neoplasias benignas mamarias que pertenecian a los siguientes tipos
histolégicos: adenoma simple de mama (n=6), adenoma complejo de mama

(n=6) y fibroadenoma (n=4).

Se detecté expresion de la proteina, con diferente proporcion e
intensidad, a nivel del compartimento mioepitelial en el 100% de los casos
examinados, mientras que el compartimento epitelial presenté positividad,
igualmente con diferentes grados de intensidad de tincién y proporcion, en el

37,5 % de los casos.

La proteina 14-3-30 se expreso en el 100 % de los tumores benignos. La
expresion de la proteina 14-3-30 en los adenomas simple de origen epitelial
(n=5) se localizo principalmente en las células mioepiteliales pre-existentes
que rodeaban los acinos mamarios. Las células epiteliales en estas neoplasias
presentaron escasos signos de atipia celular. Una Unica capa de células
epiteliales tapizaba el interior de los acinos. No se observd, normalmente,
pérdida de la polaridad ni de la orientacion nuclear. Las mitosis observadas
fueron escasas (Fig. 43a). En 4 casos de adenomas simples de origen epitelial
se observo que, ademas de la positividad en las células mioepiteliales pre-
existentes (+++) e hipertroficas (+++), las células epiteliales luminales
expresaron la proteina 14-3-30. La intensidad de reaccion de estas células fue
débil (+) y se produjo en una baja proporcion (Fig. 43a). El resto de adenomas

simples presento solo reaccion en células mioepiteliales (Fig. 43b-d) (Tabla 18).

Uno de los adenomas simples analizados fue de origen mioepitelial.
Este tumor se caracterizo por la presencia de una proliferacion neoplasica de
células mioepiteliales que crecian formando estructuras a manera de ovillos.
Las células neoplasicas mostraron escasos signos de atipia y presentaron una
morfologia eminentemente fusiforme y estrellada. La proteina 14-3-30 se
observo de manera intensa (+++) y homogénea en el citoplasma de las células
mioepiteliales neoplasicas (Fig. 43e y f) (Tabla 18). Las células epiteliales que
quedaron inmersas entre las células mioepiteliales fueron débil (+) o

moderadamente positivas (++).

119



Resultados

Figura 43. Expresion de la proteina 14-3-30 en neoplasias benignas de mama.
Adenomas simples. a) Expresion en las células mioepiteliales hipertréficas. Las
células epiteliales aunque son positivas muestran una menor intensidad de tinci6én
(+). 20x. Clon 5D7. b) y ¢) Imagenes a pocos aumentos en la que se observan acinos
mamarios de escasa atipia con frecuentes luces glandulares. So6lo las células
mioepiteliales son positivas. 10x. Clon 5D7. d) Imagen a mayores aumentos donde se
observa positividad citoplasmatica en las células mioepiteliales pre-existentes. Las
células epiteliales son negativas 40x. Clon 5D7. e) Adenoma simple mioepitelial.
Imagen a pocos aumentos donde se observa una homogénea positividad en las
células mioepiteliales neoplasicas. 10x. Clon 5D7. f) Imagen a mayores aumentos en
la que se aprecia positividad en células mioepiteliales de morfologia fusiforme y
estrellada. 40x. Clon 5D7. IHQ.
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Los adenomas complejos (n=6) mostraron positividad a nivel de células
mioepiteliales pre-existentes y en células mioepiteliales neoplasicas de
diferentes tipos morfolégicos (fusiformes y estrelladas) en todos los casos. No
obstante, la positividad de los grupos de células mioepiteliales fusiformes y
estrelladas varié de zona a zona en cada uno de los tumores, observandose
tanto nidos de células mioepiteliales negativos como positivos a la expresion

de la proteina 14-3-30 (Fig. 44) (Tabla 18).

En todos los casos de adenomas complejos se observaron grupos de
células epiteliales que expresaron la proteina 14-3-30. Sin embargo, la

expresion en el compartimento epitelial también fue heterogénea,

observandose grupos de células epiteliales negativas y positivas (Fig. 44)

(Tabla 18).

Figura 44. Expresion de la proteina 14-3-30 en neoplasias benignas de mama.
Adenomas complejos. a) Células fusiformes y estrelladas con reaccién positiva
heterogénea. Se observan células mioepiteliales pre-existentes positivas (flechas). Las
células epiteliales son negativas. 10x. Clon 5D7. b) La mayoria de las células
mioepiteliales fusiformes y estrelladas son negativas, mientras que las pre-existentes
son positivas (flechas). 10x. Clon 5D7. c¢) Células mioepiteliales pre-existentes
positivas (flechas). Las células epiteliales son mayoritariamente negativas. 10x. Clon
SD7. d) Las células mioepiteliales fusiformes y estrelladas son mayoritariamente
positivas. Abundantes células epiteliales son positivas (flechas). 10x. Clon 5D7. IHQ.
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Los fibroadenomas (n=4) examinados se caracterizaron por presentar
una proliferacion del tejido conectivo asociada a la proliferacion de estructuras
epiteliales glandulares. Todos los fibroadenomas examinados presentaron
expresion de la proteina 14-3-30 a nivel de las células mioepiteliales pre-
existentes (+++) de ductos y acinos. En todos los casos las células epiteliales

resultaron negativas (Fig. 45) (Tabla 18).

Figura 45. Expresion de la proteina 14-3-30 en neoplasias benignas de mama.
Fibroadenomas. a) y b). Imagen a pocos aumentos donde se observa proliferacién
del componente conectivo y glandular mamario. 1,25x y (4x) respectivamente. Clon
SD7. c) Se observan ductos y yemas terminales delimitadas por una membrana
continua de células mioepiteliales positivas. 10x. Clon 5D7. d) Imagen a grandes
aumentos, donde se observan acinos cuyas células epiteliales negativas quedan
rodeadas por una banda continua de células mioepiteliales pre-existentes con
reaccion exclusivamente citoplasmatica. 40x. Clon SD7. IHQ.
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4.3.3. NEOPLASIAS MALIGNAS

La expresion inmunohistoquimica de la proteina 14-3-30 se examind en
63 neoplasias malignas mamarias de la especie canina que pertenecian a los
siguientes tipos histolégicos: carcinoma simple tabulo-papilar (n=18),
carcinoma simple solido (n=15), carcinoma complejo (n= 15), carcinoma en
tumor mixto benigno (n=8), carcinosarcoma (n=2), carcinoma anaplasico (n=1)

y carcinoma rico en lipidos (n=3) (Tabla 18).

La proteina 14-3-30 se expreso en el 96% de los tumores malignos. Se
detecto expresion de la proteina, con diferente proporcion e intensidad, a nivel
del compartimento mioepitelial en el 88% de los casos examinados, mientras
que el compartimento epitelial presentd positividad en el 74% de los casos,
igualmente con diferentes grados de intensidad de tincién y proporcién de
células positivas. En este grupo de neoplasias se detect6 un Unico caso

negativo (Tabla 18).

Los carcinomas simples tiabulo-papilares (n=18) analizados
presentaron expresion de la proteina 14-3-30 en el compartimento mioepitelial
y epitelial en el 72% y en el 83% de los casos, respectivamente. En el
compartimento mioepitelial se observo inmunorreaccion en las células de
morfologia pre-existentes. En este tipo histolégico también se observo tincion
positiva e intensa en células mioepiteliales hipertroficas. Ademas, cuando
éstas presentaron actividad mitética mostraron intensa inmunorreaccion a

nivel citoplasmastico (Fig. 46a-c) (Tabla 18).

Cuando las neoplasias presentaron mayor grado de desdiferenciacion,
una mayor proporcion de células epiteliales tendieron a presentar
inmunotincion citoplasmatica. Inversamente, el numero de células
mioepiteliales de tipo pre-existentes positivas a la inmunotincion con el
anticuerpo anti-14-3-30 fue menor segun la malignidad de las neoplasias
aumentaba. De esta manera, se observaron numerosos campos de estructuras
tubulares 'y papilares, constituidas por células epiteliales de
moderada/elevada atipia celular, con moderado o intenso inmunomarcaje (Fig.

46d-1).
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Figura 46. Expresion de la proteina 14-3-30 en neoplasias malignas de mama.
Carcinomas simples tibulo-papilares de mama. a) y b) Se observa inmunotincién
de células mioepiteliales pre-existentes. Las células epiteliales son negativas. 10x.
Clon 5D7. c¢) Se observa intensa inmunotincion de células mioepiteliales
hipertroficas. Inset: Mitosis aberrante en el compartimento mioepitelial. 20x. Clon
SD7. d) Se observa intensa expresion a nivel de células mioepiteliales hipertroéficas.
Las células epiteliales muestran moderada intensidad de tinciéon (++) (estrellas). 20x.
Clon 5D7. e) Se observa positividad de intensidad moderada (++) en todas las células
epiteliales que se encuentran invadiendo el tejido conectivo. No se observan células
mioepiteliales pre-existentes. El foliculo piloso sirve como control positivo interno.
20x. Clon 5D7. f) Intensa expresion en todas las células epiteliales (+++). 10x. Clon
5D7. IHQ.
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En dos carcinomas simples tubulo-papilares se observaron areas de
proliferacion neoplasica de tipo sélido, en las que la expresion de la proteina
14-3-30 permiti6 identificar una barrera continua de células mioepiteliales con
citoplasma grueso que abrazaba focos de células neoplasicas de elevada atipia

celular, siendo algunas de ellas multinucleadas (Carcinoma in situ) (Fig. 47).

Figura 47. Expresion de la proteina 14-3-30 en neoplasias malignas de mama.
Carcinomas simples tibulo-papilares de mama. a) y b) Dos areas de carcinoma in
situ adyacentes a zonas de carcinomas simples tubulo-papilares de mama. La
expresion de la proteina 14-3-30 permite evidenciar en ambos casos una banda
continua de células mioepiteliales. Las células epiteliales presentan evidentes signos
de anaplasia celular, observandose incluso algunas células multinucleadas (flechas).
10x. Clon 5D7. IHQ.

En un caso de carcinoma simple tuabulo-papilar, que presento
metastasis ganglionar, se observé que algunas células mioepiteliales

hipertroficas fueron positivas en el citoplasma y en el nucleo (Fig. 48).

s

Figura 48. Expresion de la proteina 14-3-30 en neoplasias malignas de mama. a)
Estructura ductal neoplasica con células mioepiteliales hipertroficas positivas.
Adyacente se observan acinos histolégicamente normales con células mioepiteliales
pre-existentes (flechas). 10x. Clon 5D7. b) Se observa positividad citoplasmatica y
nuclear en las células mioepiteliales hipertroficas. Las células epiteliales son
negativas. Este caso presenté metastasis ganglionar inmunohistoquimicamente
positiva. 20x. Clon 5D7. IHQ.

125



Resultados

En los carcinomas simples sélidos (n=15) analizados se observo
moderada (++) o intensa (+++) expresion de la proteina 14-3-30 en 14 casos. La
tincion quedo siempre relegada al citoplasma de las células epiteliales
neoplasicas. También en este tipo tumoral, numerosas figuras mitéticas, en

ocasiones de tipo bizarro, presentaron positividad (Fig. 49 a-c) (Tabla 18).

El grupo de carcinomas simples soélidos se caracterizé6 por presentar
proliferaciones neoplasicas mal delimitadas y de caracter normalmente
infiltrativo y cuyas células neoplasicas crecian a manera de sabana.
Ocasionalmente se observaron luces de tipo acinar inmersas en la lesion
tumoral. En este grupo, un caso resulté negativo al no observarse ningin tipo

de inmunorreaccion en las células neoplasicas (Fig. 49 d).

Figura 49. Expresion de la proteina 14-3-30 en neoplasias malignas de mama.
Carcinomas simples sé6lidos de mama. a), b) y c) Diferentes imagenes que muestran
positividad a nivel citoplasmatico, en células neoplasicas de morfologia epitelial en
carcinomas simples soélidos. Obsérvese la inmunorreaccion en figuras mitéticas
bizarras (flecha). 10x, 10x y 40x, respectivamente. Clon 5D7. d) Este caso de
carcinoma simple so6lido resulté negativo. 4x. Clon 5D7. [HQ.
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Todos los carcinomas complejos (n=15) analizados, originados de la
proliferacion neoplasica de los componentes epitelial y mioepitelial del acino
mamario, presentaron expresion de la proteina 14-3-30. Los compartimentos
mioepitelial y epitelial presentaron expresion de la proteina 14-3-30 en un
100% y en un 80% de los casos, respectivamente (Tabla 18). En general, la
proteina 14-3-30 se expresdé en las células mioepiteliales pre-existentes,
visibles facilmente con hematoxilina-eosina, sobre la que descansaban las
células epiteliales neoplasicas. Ademas, se observaron numerosos focos de
células mioepiteliales de morfologia fusiforme y estrellada formando
estructuras a manera de ovillo con variable cantidad de matriz extracelular,
similares a los observados en los adenomas complejos. Estas células
presentaron positividad en diferente proporciéon e intensidad (+, ++, +++) de
tincién. Se observé una progresiva pérdida de expresion en estas formas de

células mioepiteliales (fusiformes, estrelladas y redondas) (Fig. 50 a-e).
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Figura 50. Expresion de la proteina 14-3-30 en neoplasias malignas de mama.
Carcinomas complejos. a), b) y c). Diferentes imagenes donde se observa
inmunotincion de células mioepiteliales pre-existentes (cabeza de flecha) y fusiformes
(flecha gruesa). Grupos de células epiteliales son también positivas (flecha fina). 10x.
Clon 5D7. d) Nidos de células fusiformes que presentan positividad heterogénea en
intensidad y proporcién. 10x. Clon 5D7. IHQ.
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Los carcinomas en tumor mixto benigno (n=8), compuestos por la
proliferacion neoplasica de células epiteliales y mioepiteliales asociada a la
presencia de tejido condroide y/u osteoide, presentaron un patron de tincion
similar al de los carcinomas complejos. Todos los casos presentaron
positividad en ambos compartimentos (epitelial y mioepitelial). Adicionalmente,
en este tipo tumoral se observo inmunotincion de condrocitos en los focos de

metaplasia de tipo condroide (Fig. 51) (Tabla 18).

En los casos en los que existid6 metaplasia osteoide, las células
asociadas a la produccién de matriz de hidroxiapatita (osteoblastos) fueron
siempre negativas, no asi las células epiteliales neoplasicas que quedaron

embebidas en la matriz extracelular que fueron moderada (++) o intensamente

(+++) positivas (Fig. 51).

Figura 51. Expresion de la proteina 14-3-30 en neoplasias malignas de mama.
Carcinomas en tumor mixto benigno. a) y b) Intensa expresion a nivel de células
epiteliales. El tejido conectivo y la mayoria de los grupos iségenos, asi como el tejido
6seo, son negativos. Algunos condrocitos resultan positivos (flecha). 10x. Clon 5D7.
C) Células mioepiteliales fusiformes y estrelladas expresando positividad heterogénea.
20x. Clon 5D7. d) Imagen a grandes aumentos en la que se observa postividad en los
condrocitos de la metaplasia condroide. 40x. Clon 5D7. IHQ.
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Los dos carcinosarcomas (n=2) analizados presentaron una intensa
(+++) expresion de la proteina 14-3-30 a nivel de las células epiteliales, siendo
el componente mesenquimal negativo. Las células mioepiteliales pre-existentes

fueron positivas (Tabla 18).

En esta serie se analizé un carcinoma anaplasico (n=1) que expreso la
proteina 14-3-30 en un numero variable de células neoplasicas con diferentes
tipos de intensidad de tincion. Mientras que algunas células mostraron una
intensidad de marcaje intenso o moderado, otras fueron negativas. Se
observaron células neoplasicas en mitosis que expresaron la proteina a nivel
citoplasmatico. Las células mioepiteliales pre-existentes fueron positivas (Fig.

52) (Tabla 18).

Figura 52. Expresion de la proteina 14-3-30 en neoplasias malignas de mama.
Carcinoma anaplasico. a) Estructuras glandulares histologicamente normales
mostrando intensa reaccion a nivel de las células mioepiteliales pre-existentes (parte
inferior de la imagen). En la parte superior de la imagen se observan células
neoplasicas epiteliales infiltrativas de intensidad similar a las de las células
mioepiteliales. 10x. Clon 5D7. b) Heterogénea positividad en células epiteliales
neoplasicas de elevada anaplasia. Inset: Se observan figuras mitéticas con intensa
positividad. 20x y 40x, respectivamente. Clon 5D7.IHQ.

El ultimo de los tipos histologicos analizados en esta serie, fue el de los
carcinomas ricos en lipidos (n=3). En todos los casos se observo intensa
expresion (+++) de la proteina 14-3-30 en las células epiteliales neoplasicas,
incluso en aquellas que se encontraban en mitosis. La tincién de células
mioepiteliales fue minima y se redujo a células mioepiteliales pre-existentes de
areas de glandula mamaria normal adyacente a los crecimientos neoplasicos

(Fig. 53) (Tabla 18).
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Figura 53. Expresion de la proteina 14-3-30 en neoplasias malignas de mama.
Carcinomas ricos en lipidos. a) y b) Secciones histolégicas tefiidas con
hematoxilina-eosina que muestran las caracteristicas vacuolas lipidicas
intracitoplasmaticas de este tipo histolégico. 4x y 20x, respectivamente. HE. c) y d)
Imagenes a pocos y mayores aumentos que muestran la positividad de las células
neoplasicas epiteliales cargadas de vacuolas lipidicas. Obsérvese la inmunotincion
citoplasmatica de células en mitosis (flecha). 10x y 20x, respectivamente. Clon 5SD7.
[HQ.
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4.3.4. INVASIONES VASCULARES

Se observo invasion de células neoplasicas en el interior de vasos
linfaticos en 15 carcinomas de la serie examinada: 4 carcinomas simples
tabulo-papilares, 8 carcinomas simples solidos, 2 carcinomas ricos en lipidos
y 1 carcinoma anaplasico. Las células epiteliales neoplasicas en estas
invasiones vasculares se encontraban aisladas o formando estructuras sélidas
y/o tubulares. En 14 de las 15 invasiones vasculares se observo positividad

moderada/intensa (++/+++) en las células neoplasicas (Fig. 54).

Figura 54. Expresion de la proteina 14-3-30 en invasiones vasculares de
neoplasias de mama malignas. a), b), ¢) y d) Diferentes imagenes que muestran
intensa reaccion citoplasmatica en las células epiteliales neoplasicas. Algunos grupos
de células forman estructuras con morfologia de acino glandular (flechas). 10x, 4x,
10x y 20x, respectivamente. Clon SD7. IHQ.
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4.3.5. METASTASIS

Trece de los carcinomas analizados inmunohistoquimicamente
presentaron metastasis en noédulo linfatico regional: 3 carcinomas simples
tabulo-papilares, 6 carcinomas simples solidos, 2 carcinomas ricos en lipidos
y un carcinoma complejo. Se observaron tres tipos morfologicos de metastasis.
El primer tipo de metastasis (bien diferenciada) (n=3) se caracterizaba por
presentar una proliferacion neoplasica de estructuras glandulares a manera
de acinos, compuestos por células epiteliales luminales y células mioepiteliales
facilmente identificables, con luces claramente definidas. Estos acinos se
encontraban asociados a estructuras ductales dilatadas, en cuyo interior se
observd una secrecion acidofila. Un segundo tipo morfolégico de metastasis
(moderadamente diferenciada) (n=2) consistié en proliferaciones neoplasicas
de crecimiento so6lido, cuyas células aparecian estrechamente empaquetadas y
rodeadas por una fina capa de células con moderada cantidad de citoplasma.
Por ultimo, se observaron metastasis (pobremente diferenciadas) (n=8)
constituidas por  proliferaciones neoplasicas sélidas de elevada

desdiferenciacion sin patréon arquitectonico definido.

En 12 de los 13 ganglios con crecimientos neoplasicos se observo
moderada a intensa (++/+++) expresion de la proteina 14-3-30 en las células

epiteliales neoplasicas.

El primer tipo morfoloégico de metastasis presenté una expresion
homogénea de la proteina 14-3-30 tanto en las células epiteliales como en las
células mioepiteliales de los acinos. No obstante, la expresion en las células
mioepiteliales fue siempre de mayor intensidad. El segundo tipo morfolégico de
metastasis presento una generalizada expresion de la proteina 14-3-30. Sin
embargo, se observd mayor intensidad en las células de la periferia del
crecimiento metastasico, identificadas como células mioepiteliales. El ultimo
tipo morfologico de metastasis expresé la proteina 14-3-30 de manera

homogénea en todas las células neoplasicas que la componian (Fig. 55a-d).

Un caso de carcinoma simple tubulo-papilar present6o, ademas de

metastasis en nodulo linfatico, metastasis en bazo. Las células neoplasicas de
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dicha metastasis fueron positivas en su mayoria presentando diferentes

intensidades de inmunotincion (+, ++, +++) (Fig. 55e y ).
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Figura 55. Expresion de la proteina 14-3-30 en carcinomas metastasicos. a) y b)
Imagenes a pocos y mayores aumento donde se observa una metastasis bien
diferenciada. En b) se observan células mioepiteliales (flechas) y epiteliales (cabezas
de flecha) positivas. Las células mioepiteliales presentan mayor intensidad de tincion.
10x y 20x, respectivamente. Clon SD7. ¢) Metastasis moderadamente diferenciada en
la que se aprecia una mayor intensidad de tincién en la periferia de la lesién. 10x.
Clon 5D7. d) Metastasis indiferenciada en la que se observan crecimientos sélidos de
tincion homogénea. 10x. Clon 5D7. e) Foco de metastasis en bazo. Se observa
positividad en las células neoplasicas. 4x. Clon SD7. f) Imagen a grandes aumentos
de la secciéon anterior en la que se observan células neoplasicas con diferentes
intensidades de reaccion. 40x. Clon 5D7. IHQ.
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4.3.6. ANALISIS ESTADISTICO

Cada preparacion histologica recibié un valor total de niimeros enteros,
que vario desde 0 a 12, y que se obtuvo a partir de multiplicar el valor
asignado a la proporcion de células positivas por el valor asignado a la
intensidad de la inmunotincion de las células. Dicho valor total se obtuvo

tanto para el compartimento epitelial como para el mioepitelial.

El analisis estadistico permitio evidenciar diferencias estadisticamente
significativas entre los valores de los compartimentos mioepitelial y epitelial y
entre los tejidos no neoplasicos (GMN), displasicos (DM), tumores benignos

(TB) y tumores malignos (TM) (Tabla 19, 20 y 21) (Fig. 56).

Se observaron diferencias significativas entre los valores totales de las
células mieoepiteliales (CME) y células epiteliales (CE) positivas presentando
una relacion inversa en la mama normal, displasica y neoplasias benignas y

malignas (Tabla 19) (Fig. 56).

Tabla 19. Analisis estadistico de la comparacion entre los valores totales entre
compartimentos mioepitelial v epitelial en el mismo grupo de tejidos.

Tejido Valor CME Valor CE \ P |
1240 0.32+0.67 <0.001
GMN | 15 (12-19) 0(0-1)
7.9+3 1.1£2.2 <0.001
DM 9 (6-9) 0(0-2)
B 8.314.1 1.4+1.7 <0.001
8(4-12) 1(0-2)
™ 3.9+4 6.1¥4.6 <0.001
3(0-6) 6(2-12)
Media, £SD y mediana, (P25-P7s). GMN: Glandula mamaria
normal; DM: Displasia mamaria; TB: Tumores benignos;
TM: Tumores malignos; CME: Células mioepiteliales; CE:
Células epiteliales

También se analizaron las relaciones entre los valores de ambos
compartimentos con respecto al grupo de tejidos. Este analisis evidencio
diferencias significativas en la mayoria de los grupos. No se observaron
diferencias significativas en el valor total de las ME entre los TB y las DM.
Tampoco se observaron diferencias en el valor total de las CE entre la GMN y

los TB ni entre las DM y los TB. Asi mismo, cuando se aplico la correccion de
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Bonferroni para multiples test, las diferencias significativas siguieron siendo

significativas (Tablas 20 y 21).

Tabla 20. Diferencias significativas y no significativas entre los valores totales de los

compartimentos mioepitelial y epitelial y entre grupos de tejidos.

Tejido GMN DM TB TM
GMN - <.001 <.001 <.001
DM 211 - 471 <.001
TB .001 .187 - 0.001
T™ <.001 <.001 <.001 -

P valores en comparacion de grupos. CME encima de la diagonal. CE debajo de la
diagonal. Valores no corregidos para multiples test. GMN: Glandula mamaria normal,
DM: Displasia mamaria; TB: Tumores benignos; TM: Tumores malignos

Tabla 21. Diferencias significativas y no significativas entre los valores totales de los

compartimentos mioepitelial y epitelial y entre grupos de tejidos. Corregido para
acumulacién de error tipo 1.

Tejido

GMN

DM

TB TM
GMN - <.001 <.001 <.001
DM 1 - 1 <.001
TB .001 1 - 0.006
T™ <.001 <.001 <.001 -

P values comparing groups. CME encima de la diagonal. CE debajo de la diagonal.
Correcciones de Bonferroni para multiples test. GMN: Glandula mamaria normal; DM:
Displasia mamaria; TB: Tumores benignos; TM: Tumores malignos

o-
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Figura 56. Expresion de la proteina 14-3-30 en neoplasias de mama caninas.
Representacion grafica de la variacion de los valores totales de expresion de la
proteina 14-3-30 en los compartimentos mioepitelial y epitelial con respecto a

los grupos de tejido analizados.
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4.4. EXPRESION DE LA PROTEINA 14-3-3¢ EN TEJIDOS NORMALES,
DISPLASICOS Y NEOPLASICOS MAMARIOS DE LA ESPECIE CANINA
MEDIANTE WESTERN BLOT

En un total de 12 casos se pudo obtener tejido fresco para la deteccion
de la proteina 14-3-30 mediante Western blot. Estos casos pertenecieron a los
siguientes tipos histolégicos: adenoma simple (T2), carcinoma simple tabulo-
papilar (TS5, T6, T8, T10, T11 y T12), carcinoma simple sélido (T9) y carcinoma
complejo (T1, T3, T4 y T7). De dos de estos tumores (T2 y T9) se obtuvo nédulo
linfatico regional: nodulo linfatico sin metastasis (L1) y nédulo linfatico con

metastasis (L2) (Fig.57).

La incubaciéon con el clon 5D7 permitié identificar una banda proteica
del peso esperado, 30 kD, en todos los homogeneizados de tejido neoplasico de
origen mamario. Ademas, el homogeneizado de nodulo linfatico que
histologicamente presentaba enfermedad metastasica, y que fue positivo
inmunohistoquimicamente, resulté también positivo para la expresion de la
proteina 14-3-30 (L2). Por su parte, el homogeneizado de nédulo linfatico que
fue histologicamente negativo para metastasis no expreso la proteina 14-3-30

(L1).

T T2 T3 T4 T5 T6 T7 T8 T9 T10 T11 T12 L1 L2
37 kD
14-3-3 ¢

A —-— —
25kD

Figura 57. Expresion de la proteina 14-3-30 en homogeneizados de tumor de
mama caninos, ndédulo linfatico y nédulo linfatico con metastasis. Se observan
bandas positivas Gnicas a la altura de 30 kD. T1-T12 representan homogeneizados de
tumores de mama. L1 y L2 representan nodulos linfaticos sin y con metastasis,
respectivamente. Clon 5D7.
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4.5. CO-EXPRESION DE LAS PROTEINAS 14-3-3c Y p63 EN TEJIDOS
NORMALES Y NEOPLASICOS MAMARIOS DE LA ESPECIE CANINA

Se determind la co-expresion de las proteinas 14-3-30 y p63 en 35
casos que previamente habian sido positivos al analisis inmunohistoquimico
de la proteina 14-3-30. De ellos, dos eran glandulas mamarias normales y 33
eran carcinomas, que incluian tanto simples tabulo-papilares (n=7), simples
solidos (n=15), complejos (n=7), carcinomas en tumor mixto benigno (n=3), y

carcinosarcoma (n=1).

Las inmunorreacciones positivas fueron visualizadas de color marréon e
intracitoplasmatica para el anticuerpo anti-proteina 14-3-30 y de color rojo y

localizacion nuclear para el anticuerpo anti-proteina p63.

De acuerdo con el patron de inmunorreaccion de ambas proteinas se
observaron cuatro inmunofenotipos de tincion. De esta manera, se observaron
células 14-3-30 +/p63 + (+/+), células 14-3-30 +/p63 — (+/-), células 14-3-30
-/p63 + (-/+) y células 14-3-30 —/p63 — (-/-). Los fibroblastos del tejido

conectivo siempre fueron —/-.

4.5.1. CONTROLES POSITIVOS

El control positivo técnico (piel canina) present6é inmunoprecipitados en
las localizaciones esperadas. Se observo co-expresion de las proteinas 14-3-30
y p63 (células +/+) a nivel de los queratinocitos. La proteina 14-3-30,
detectada por el inmunoprecipitado de color marrén, se detectdé a nivel
citoplasmatico y de manera homogénea en todas las pieles analizadas. La
proteina p63, identificado por un inmunoprecipitado de color rojo, se detecto
en los nucleos de los queratinocitos, especialmente aquellos del estrato basal.
También se observé inmunorreaccion en los queratinocitos de foliculos
pilosos. Se detecté una variabilidad en la co-expresion de ambas proteinas, de
tal manera que, tanto en epidermis como a nivel de los foliculos pilosos, se

observaron células que expresaron 14-3-30 pero no p63 (células +/-) (Fig. 58).
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Figura 58. Co-expresion de las proteinas 14-3-3c0 y p63 en piel canina. a) Las
proteinas 14-3-30 (marrén) y p63 (rojo) se observaron en piel canina tifiendo
diferentes estratos de la epidermis. Algunas células 14-3-30 positivas no presentaron
expresion de p63 (flechas). 20x. b) La membrana radicular externa del foliculo piloso
presenté una expresiéon homogénea de la proteina 14-3-3o. Algunas células 14-3-30
positivas no presentaron expresién de p63 (flechas). 20x. Clones 5D7 y 4A4. Doble
[HO.

4.5.2. GLANDULA MAMARIA NORMAL

En la glandula mamaria normal se observé una poblaciéon de células
+/+, que se correspondieron con células mioepiteliales claramente visibles con
la técnica de hematoxilina-eosina, mientras que las células epiteliales y

mesenquimales fueron células —/— (Fig. 59).

11 e "N d
Figura 59. Co-expresion de las proteinas 14-3-30 y p63 en glandula mamaria
normal canina. a) Imagen a pocos aumentos donde se observan varios l6bulos y un
ducto cuyo compartimento mioepitelial queda limitado a una banda continua de
células cuyo citoplasma (marrén) expresa la proteina 14-3-30 y el nucleo (rojo) la
proteina p63. 10x. b) Acinos mamarios delimitados por células mioepitelales de fino
citoplasma con la misma inmunotincién que en la imagen anterior. El tejido conectivo
no presenta inmunotinciéon. 20x. Clones 5D7 y 4A4. Doble IHQ.
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4.5.3. NEOPLASIAS MALIGNAS

De los carcinomas simples tabulo-papilares (n=7), tres mostraron
células +/+ formando una capa simple y continua en torno a las células
epiteliales neoplasicas (células —/-). Los restantes cuatro casos de carcinomas
simples tubulo-papilares presentaron tres poblaciones celulares diferentes:
células +/+, identificadas como células mioepiteliales facilmente visibles con la
hematoxilina-eosina, células +/—, identificadas como células neoplasicas de
morfologia epitelial, y células —/—, de morfologia epitelial. En un caso de
carcinoma simple tubulo-papilar se observaron células neoplasicas +/-
infiltrando el estroma y rodeando estructuras tubulares que conservaron
células de morfologia claramente mioepitelial de tipo pre-existentes con

inmunofenotipo +/+ (Fig. 60).
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Figura 60. Co-expresion de las proteinas 14-3-30 y p63 en carcinomas simples
tabulo-papilares de mama. a) Grupo de células mioepiteliales con inmunofenotipo
+/+ rodeando las células epiteliales neoplasicas de tipo —/-. 40x. b) Estructuras
tubulares constituidas por células +/+ y +/—-. Las células del tejido conectivo son —/-.
10x. c¢) Se observan abundantes células neoplasicas +/—, algunas de ellas en mitosis
(flechas gruesas) y escasas células +/+ (flechas finas). 20x. d) Se observa una
abundante poblacién de células neoplasicas +/— que infiltran el tejido conectivo y
rodean estructuras tubulares neoplasicas 10x. Clones 5D7 y 4A4. Doble THQ.
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La co-expresion de las proteinas 14-3-30 y p63 se analizo en 15 casos
de carcinomas simples sélidos. De estos, en 6 casos se observé una
poblacion difusa de células neoplasicas del tipo +/-. En estos casos, al igual
que en el analisis inmunohistoquimico simple, se observaron figuras mitoticas
positivas para la expresion de 14-3-30. En 9 casos restantes se observé una

poblacion difusa de células neoplasicas de morfologia epitelial, con la

hematoxilina-eosina, de inmunofenotipo +/+ (Fig. 61).

Figura 61. Co-expresion de las proteinas 14-3-3 o y p63 en carcinomas simples
s6lidos de mama. a) y b) Presencia de una poblacion difusa de células neoplasicas
+/-. Células +/- en mitosis (flecha). 40x. c) y d) Dos casos en los que se observa una
doble poblacién de células +/+ y +/-. En d) predominan las células +/+. 10x y 40x,
respectivamente. Clones 5D7 y 4A4. Doble IHQ.

En los carcinomas complejos (n=7) analizados se observaron tres tipos
celulares: a) células +/+, identificadas como células mioepiteliales pre-
existentes, fusiformes y/o estrelladas, segin su morfologia con la
hematoxilina-eosina, b) células +/—, identificadas como células epiteliales, y c)
células -/-, identificadas como células mioepiteliales fusiformes y/o

estrelladas (Fig. 62a y b).
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Los carcinomas de tipo mixto (n=3) presentaron un patréon de
inmunotinciéon similar al de los carcinomas complejos, exhibiendo las mismas
poblaciones celulares. Ademas, en este tipo histologico, los condrocitos
presentaron tres tipos de inmunofenotipos, observando condrocitos +/—, —/+y

—/—. No se observaron condrocitos +/+ (Fig. 62c y d).

Figura 62. Co-expresion de las proteinas 14-3-30 y p63 en carcinomas complejos
y mixtos de mama. a) Carcinoma complejo. Se observan células mioepiteliales pre-
existentes de tipo +/+. Las células epiteliales son —/—. Se observan ademas nidos de
células mioepiteliales fusiformes y estrelladas —/- (estrellas). 20x. b) Carcinoma
complejo. Nido de células mioepiteliales fusiformes y estrelladas con células +/+
(flechas gruesas) y —/— (flechas finas). 20x. ¢) Carcinoma en tumor mixto. Grupos de
células epiteliales neoplasicas +/-. 10x. d) Carcinoma en tumor mixto. Grupos de
condrocitos —/+. 40x. Clones 5SD7 y 4A4. Doble IHQ.
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En 8 casos de los 33 en los que se realizo la doble inmunotincién,
donde se observo invasiéon vascular. Los émbolos de células neoplasicas
estaban constituidos por células predominantemente del tipo +/-,
observandose ademas células neoplasicas —/— y, muy ocasionalmente, células
+/+. Al igual que en otras localizaciones se observaron células neoplasicas de

fenotipo +/- en mitosis (Fig. 63).

Figura 63. Co-expresion de las proteinas 14-3-30 y p63 en invasiones vasculares.
a) Embolo de células neoplasicas mayoritariamente +/-. Se observan aisladas células
+/+ (flechas). 10x. b) Imagen a mayores aumentos de una invasion vascular donde se
observan las células neoplasicas con inmunofenotipo +/-. Una mitosis bizarra
expresa la proteina 14-3-30 de manera intensa (flecha). Se observan algunas células
neoplasicas —/— (flecha gruesa). 20x. Clones 5D7 y 4A4. Doble IHQ.
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5.1. EXPRESION DE LA PROTEINA 14-3-3c EN FUNCION DEL CLON Y LA
TECNICA EMPLEADA PARA SU ANALISIS.

La proteina 14-3-30 es una proteina constitutiva que se expresa en una
alta variedad de tejidos epiteliales. Para analizar su expresion, se han
empleado en el presente trabajo dos anticuerpos comerciales de la casa Santa
Cruz Biotechnology, inc. (Santa Cruz, USA). Los anticuerpos empleados fueron
un anticuerpo policlonal creado en cabra (clon N14) y un anticuerpo
monoclonal creado en ratéon (clon 5SD7), ambos validos para su uso en
inmunohistoquimica y Western blot, sin que produzcan reaccion cruzada con
ninguna de las otras 6 isoformas descritas en mamiferos (Informacion

comercial de Santa Cruz Biotechnology, inc.).

Aunque, en general, no se observaron diferencias significativas de
expresion de la proteina 14-3-30 en los tejidos normales caninos analizados
tanto inmunohistoquimicamente como por Western blot, si se apreciaron

algunas variaciones que requieren ser analizadas.

El empleo de ambos anticuerpos permitiéo determinar su expresion en
células de origen epitelial de varias localizaciones organicas con un patron de
inmunotincion intracitoplasmatico, nuclear y/o de membrana.
Adicionalmente, mediante el uso del clon N14, se observd un
inmunoprecipitado, de localizacion yuxtanuclear, de aspecto granular tanto en
el epitelio de la mucosa del estomago como en el epitelio de la prostata. Este

inmunoprecipitado no se observo cuando se empleo el clon SD7.

Ademas, mediante el empleo del clon N14, se observo expresion de la
proteina 14-3-30 en células de origen neuroendocrino a nivel del estomago,
intestino, pancreas endocrino, médula adrenal y cuerpos neuronales, reaccion
que no se produjo cuando se empleé el clon 5SD7. Estos resultados pueden ser
explicados por hallazgos descritos previamente (Moore y Pérez, 1967). Las
proteinas 14-3-3 son una familia de proteinas acidas altamente conservadas
entre especies y compuesta por, al menos, 7 isoformas (Hermeking., 2003;
Lodygin y Hermeking, 2006). Originalmente, estas proteinas fueron

descubiertas en el estudio de tejidos de origen nervioso (Moore y Pérez, 1967) y
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esta demostrado que se expresan y desarrollan importantes funciones a nivel
del sistema nervioso y neuroendocrino (Wilker y Yaffe, 2004; Liu et al., 2010).
Debido a que el resto de isoformas de la familia 14-3-3 se expresan en tejidos
de origen nervioso y neuroendocrino, hecho que no ocurre con la isoforma o,
la inmunotincion producida por el anticuerpo policlonal N14 podria deberse a

una reaccion cruzada con alguna de las restantes isoformas de la familia.

Por otra parte, el inmunoprecipitado de aspecto granular de localizacion
yuxtanuclear observado en las células epiteliales del estomago y la prostata
podria corresponderse con una reaccion inespecifica frente a proteinas
presentes en el aparato de Golgi, reaccion observada con el uso de otros

anticuerpos de tipo policlonal (Ramos Vara et al., 2005; 2008).

En concordancia con lo anterior, se observdo una mayor capacidad de
deteccion de la proteina 14-3-30 en la técnica de Western blot con el clon 5D7.
El clon N14 identifico bandas menos inmunorreactivas que el clon 5SD7 asi
como un barrido de banda en una de las posiciones. Por el contrario, el clon
5D7 produjo bandas mas nitidas e intensas y no se observaron los artefactos
de barrido generados por el clon N14. Ademas, la identificaciéon de una banda
especifica correspondiente a una proteina de 30 kDa, mediante Western blot,
indica la reactividad cruzada entre la proteina 14-3-30 de la especie humana y
la canina asi como la utilidad del anticuerpo empleado para detectar dicha

proteina en tejidos caninos (Ramos-Vara et al., 2008; Webster et al., 2011).

Teniendo en mente lo anterior, podria sugerirse que el clon SD7 es mas

adecuado para estudiar la expresion de la proteina 14-3-30 en tejidos caninos.

La expresion inmunohistoquimica de la proteina 14-3-30 se ha llevado a
cabo en numerosos estudios en la especie humana. La bibliografia nos
presenta una gran variedad de métodos inmunohistoquimicos, métodos de
desenmascaramiento antigénico, tiempos de incubacion y anticuerpos

empleados.

Con respecto a los métodos de desenmascaramiento antigénico, llama la

atencion que se hayan empleado técnicas tan dispares como el tratamiento
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térmico con olla a presion, microondas, tratamiento térmico sin presion y
autoclave, en donde las preparaciones histologicas se sumergian en soluciones
tampon. Los tiempos a los que se ha sometido a las preparaciones histologicas
a la accion del calor también han sido variables. Se han empleado intervalos
de tiempos que han oscilado desde los 10 hasta 45 minutos en los métodos de
calor sin presion y de 3 a 5 minutos en aquellos sometidos a presion. De igual
manera se han empleado temperaturas desde los 86° a los 121° (Gasco et al.,
2002b; Osada et al., 2002; Yatabe et al., 2002; Akahira et al.,, 2004; Kaneuchi
et al., 2004; Simpson et al., 2004; Uchida et al., 2004; Mhawech et al., 2005a;
2005b; Moreira et al., 2005; Perathoner et al., 2005; Xiao et al., 2010; Shiba-
Ishi et al.,, 2011). Ademas, en varios estudios se describe la ausencia de
meétodo de desenmascaramiento antigénico (Sniezek et al., 2002; Nakajima et
al., 2003; Cheng et al., 2004; Guweidhi et al., 2004; Huang et al., 2004; Sano
et al., 2004; Simooka et al.,, 2004; Urano et al., 2004; Nakayama et al., 2005;
Qi et al., 2005).

Por otra parte, las soluciones tampon empleadas descritas varian en su
molaridad y pH, habiéndose empleado, por ejemplo, soluciones de citrato y
EDTA con variaciones de 6 a 9 unidades de pH. Los métodos de visualizacion
también son variados, habiéndose usado el método de la avidina-biotina-
peroxidasa (ABC) o el de la peroxidasa-antiperoxidasa (PAP) (Gasco et al.,
2002b; Osada et al.,, 2002; Yatabe et al., 2002) y los polimeros, como el
EnVision (Sniezek et al., 2002; Wang et al., 2008).

Los anticuerpos empleados por los investigadores también varian
considerablemente, habiéndose utilizado anticuerpos comerciales
monoclonales de diferente tipo, anticuerpos comerciales policlonales creados
en conejo y cabra, asi como anticuerpos purificados por los mismos
investigadores (Gasco et al., 2002b; Osada et al., 2002; Yatabe et al., 2002;
Akahira et al.,, 2004; Kaneuchi et al., 2004; Simpson et al., 2004; Uchida et
al., 2004; Mhawech et al.,, 2005a; 2005b; Moreira et al.,, 2005; Perathoner et
al., 2005). También cabe destacar que en diversos articulos, no se hace
referencia a las especificaciones técnicas del método inmunohistoquimico

empleado (Iwata et al., 2000; Lodygin et al., 2003).
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Esta disparidad de métodos hace pensar que muchas de las
discrepancias entre estudios pudieran deberse a dicha falta de homogeneidad
de la técnica. En el presente trabajo, la incubacion con ambos anticuerpos
anti-proteina 14-3-30 (clon N14 y clon 5D7) produjo un inmunoprecipitado
especifico en los tejidos control y problema utilizados, cuando se sometieron a
un proceso de desenmascaramiento antigénico mediante inmersion en una
solucion de citrato a pH 6, en olla sin presiéon durante 20 minutos. Dicho
meétodo se asemeja al empleado por otros autores (Uchida et al., 2004; Moreira
et al., 2005; Xiao et al., 2010). En cualquier caso, es importante recordar que
las técnicas de deteccion de cada anticuerpo deben de ser estandarizadas en
cada laboratorio (Ramos-Vara et al., 2008). Se requeririan de mas estudios en
la especie canina que pudieran corroborar nuestros resultados y que
analizaran las diferencias ocasionadas por el empleo de pequenas o mayores

modificaciones de la técnica descrita en el presente trabajo.

5.2. EXPRESION DE LA PROTEINA 14-3-3c EN TEJIDOS NORMALES
CANINOS

Segun el conocimiento de los autores, este es el primer trabajo que

estudia la expresion de la proteina 14-3-30 en tejidos de la especie canina.

La proteina 14-3-30, también llamada estratifina, fue identificada en
principio como un marcador de células epiteliales, denominandola “marcador
especifico epitelial mamario humano 17 o HME1l (Human mammary
epithelium-specific marker 1) (Prasad et al.,, 1992). Este fue el primer trabajo
en que se analizo la expresion de la proteina 14-3-30 en tejidos normales. No
obstante, dicha expresion se realizo analizando el ARN presente en cultivos
celulares de diferentes localizaciones organicas y no analiz6 la expresion
directa de la proteina en tejidos, tal y como se ha realizado en el presente

trabajo.

Se han empleado diversos métodos para estudiar la expresion de la
proteina 14-3-30. O bien se han utilizado métodos de analisis directos, que

han analizado la presencia concreta de la proteina mediante técnicas
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inmunohistoquimicas o de Western blot, o se han empleado analisis
indirectos, estudiandose la expresion del ARN (RT-PCR, Northern blot) o ADN
(Southern blot), métodos que, orientativamente, deberian corresponderse con
los niveles de expresion proteica si esta fuera analizada en el tejido problema
(Prasad et al.,, 1992; Dellambra et al.,, 1995; Hermeking et al., 1997; Chan et
al., 1999; Ferguson et al., 2000; Iwata et al., 2000; Vercoutter-Edouart et al.,
2001; Gasco et al.,, 2002a, b; Osada et al., 2002; Sniezek et al.,, 2002; Yatabe
et al., 2002; Bhathia et al., 2003; Lodygin et al., 2003; Nakajima et al., 2003;
Yang et al., 2003; Cheng et al.,, 2004; Guweidhi et al.,, 2004; Huang et al.,
2004; Lodygin et al., 2004; Moreira et al., 2004; Sano et al., 2004; Simooka et
al., 2004; Simpson et al., 2004; Tanaka et al., 2004; Uchida et al., 2004;
Urano et al.,, 2004; Mhawech et al.,, 2005a; 2005b; Moreira et al., 2005;
Nakayama et al., 2005; Perathoner et al.,, 2005; Qi et al., 2005; Kunze et al.,
2006; Dillon et al., 2007; Suzuki et al., 2007; Wilker et al., 2007; Bhawal et
al., 2008; Kilani et al., 2008; Liang et al., 2008; Neupane et al., 2008;
Shankardas et al., 2008; Wang et al.,, 2008; Hayashi et al.,, 2009; Li et al.,
2009a; Luo et al., 2009; Sitek et al.,, 2009; Kuramitsu et al., 2010; Mihlmann
et al.,, 2010; Okumura et al., 2010; Pei et al., 2010; Xiao et al.,, 2010; Dabbous
et al.,, 2011; Dim et al.,, 2011; Lu et al.,, 2011; Ravi et al., 2011; Shiba-Ishi et
al., 2011; Sureban et al., 2011).

En general, el patron de distribucion de la proteina 14-3-30 en los
tejidos de la especie canina es similar al descrito en la especie humana. Sin
embargo, ademas de que en la literatura existan discrepancias entre la
expresion de esta proteina en un mismo tejido de la especie humana, en
nuestro estudio se han reconocido varias diferencias entre los patrones de
distribucioén y la reactividad de la proteina 14-3-30 entre los tejidos normales

caninos y los humanos.

En relacion a la piel y los anejos cutaneos, pocos estudios han
analizado la expresion inmunohistoquimica de la proteina 14-3-30 en la
especie humana (Lodygin et al.,, 2003; Nakajima et al., 2003; Kilani et al,
2008). En el trabajo de Lodygin et al. (2003) se analiz6 la expresion de la
proteina 14-3-30 en comparacion con lesiones proliferativas benignas y

neoplasias cutaneas. En dicho trabajo no se estudiaron pieles de diferentes
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localizaciones organicas, limitandose a las regiones de piel sana adyacentes a
las lesiones. Nakajima et al. (2003) analizaron secciones de pieles normales
(sin identificar su localizacion) y Kilani et al. (2008) estudiaron tanto la
distribuciéon de la proteina 14-3-30 como la de las 6 isoformas restantes de la
proteina en pieles de la especie humana y de la rata
inmunohistoquimicamente y por Western blot. En estos trabajos, y de manera
similar a nuestros hallazgos, se observé una intensa expresion de la proteina
14-3-30 a nivel de la epidermis, foliculos pilosos y en las células de reserva de
las glandulas sebaceas, mientras que en la dermis no se detect6é expresion de
la proteina 14-3-30 en fibroblastos, musculos piloerectores o terminaciones

nerviosas.

Es importante resaltar que Lodygin et al. (2003) y Kilani et al. (2008)
observaron una tincién de mayor intensidad hacia los estratos suprabasales
de la epidermis, en concreto hacia el estrato lucido, mientras que el estrato
corneo resulté negativo, hallazgos también observados en nuestro estudio. La
mayor intensidad hacia los estratos suprabasales de la epidermis puede ser
explicado por los resultados de Dellambra et al. (2000) que, en estudios in
vitro, encontraron que la expresion de la proteina 14-3-30 era necesaria en la
diferenciacion final de células epiteliales y cuya pérdida o disminucion de
expresion en dichas células permitia que éstas evadieran la senescencia (vejez
y muerte) y entraran en un ciclo de replicacion continua, es decir, se tornaran
inmortales (Dellambra et al; 2000; Lodygin et al.,, 2003). Por otra parte, en
nuestro trabajo se detectd, ademas de la inmunotinciéon a nivel citoplasmatico,
una reaccién nuclear en queratinocitos de la epidermis de algunos de los
animales estudiados. Mientras que se ha observado expresion nuclear en
tejidos normales humanos de otras localizaciones, este patron no se ha
descrito para la piel humana. Aunque un numero diverso de estudios in vitro
sugiere que la proteina 14-3-30 actua en el ciclo celular (Hermeking et al.,
1997; Chan et al., 1999; Laronga et al., 2000; Rosner et al.,, 2006), no esta
dilucidado por completo el papel que juega la proteina 14-3-30 in vivo en
tejidos normales de la especie humana. En nuestro caso, la expresion a nivel
nuclear de una manera tan esporadica (uno de cuatro animales) pudiera
responder al papel de molécula chaperona atribuida a la proteina 14-3-30

(Hondermarck et al., 2002; Hermeking, 2003; 2006; Mhawech et al., 2005c;
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Hermeking et al., 2006; Lee et al., 2006), con capacidad para moverse
libremente del citoplasma al nucleo o viceversa en funcion de los

requerimientos fisiologicos de la célula en un momento dado.

En la piel humana utilizada en nuestro estudio como control positivo
técnico se observo expresion citoplasmatica en las células epiteliales de las
glandulas sudoriparas, siendo las células mioepiteliales negativas. Segun
nuestro conocimiento, no se ha estudiado la expresion de la proteina 14-3-30
en las glandulas sudoriparas humanas. En contraposiciéon, en nuestro estudio
pudo observarse un patron de expresion heterogéneo en las glandulas
sudoriparas apocrinas de la especie canina. Mientras que algunos grupos de
glandulas presentaron positividad a nivel de las células mioepiteliales y débil
o muy débil positividad en las células epiteliales, otros grupos de glandulas

resultaron totalmente negativas.

Futuros estudios son necesarios para dilucidar el papel que juega la
expresion de la proteina 14-3-30 en la piel normal canina, asi como en las

lesiones proliferativas y neoplasicas que se asienten en ella.

Varios trabajos han descrito datos sobre la expresion de la proteina 14-

3-30 en los diferentes 6rganos del aparato digestivo.

En la especie humana se ha observado intensa expresion de la proteina
14-3-30 en el epitelio de revestimiento de la cavidad bucal, asi como a nivel del
epitelio de la lengua (Gasco et al., 2002a; Sniezek et al., 2002; Nakajima et al.,
2003; Uchida et al., 2004; Bhawal et al.,, 2007; 2008). En estos trabajos se ha
reportado que la expresion de la proteina 14-3-30 tiende a presentar mayor
intensidad en los estratos medios y superiores del epitelio lingual. Sin
embargo, en el presente trabajo se observo que, mientras que los estratos
basal y suprabasal presentaban intensa expresion de la proteina, se producia

una disminucion de la misma hacia los estratos superiores.

Ademas, el mismo animal que presento tinciéon nuclear a nivel de

epidermis, presenté ademas tincién nuclear esporadica en el epitelio lingual,
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hallazgo que ha sido reportado previamente en la especie humana (Nakajima

et al., 2003).

En nuestro trabajo se observo una expresion muy débil en el citoplasma
de las células epiteliales del es6fago. Ademas, en dichas células se observo
una expresion generalizada de la proteina a nivel nuclear en todos los
animales estudiados, resultado que también ha sido descrito para la especie
humana (Nakajima et al., 2003). No obstante, existen discrepancias en cuanto
a la expresion de la proteina 14-3-30 en el es6fago. Mientras que unos autores
describen una intensa expresion citoplasmatica y débil tincion nuclear
(Nakajima et al., 2003), otros no han encontrado expresion en el tejido normal
esofagico (Okumura et al, 2010). Las discrepancias entre estos autores
podrian deberse a las diferentes técnicas inmunohistoquimicas y anticuerpos
empleados en sus estudios. El hecho de que en nuestros especimenes se
observara una escasa expresion citoplasmatica fue corroborada mediante la
técnica de Western blot, donde se observé una banda de menor intensidad que
las generadas por otros tejidos compuestos por epitelio escamoso como la piel.
La causa de esta escasa expresion de la proteina 14-3-30 en el esofago

requiere de mayores estudios.

Dos trabajos, presentando discrepancias entre ellos, han estudiado la
expresion de la proteina 14-3-30 en la glandula salival humana (Nakajima et
al.,, 2003; Uchida et al.,, 2004). De esta manera, mientras que unos autores
indican una expresion homogénea de dicha proteina a nivel de las células
mioepiteliales que rodean las células glandulares, con esporadica expresion a
nivel de las células epiteliales de los conductos de excrecion (Nakajima et al.,
2003), otros autores describen la expresion de la proteina 14-3-30 Unicamente
a nivel de las células epiteliales ductales (Uchida et al., 2004). Ademas,
también se ha descrito débil expresion a nivel de las células acinares
(Nakajima et al., 2003). En nuestro trabajo se observo expresion tanto en las
células de los conductos como en las células mioepiteliales que rodeaban las
células glandulares, siendo negativas las células acinares, lo que concuerda
por separado con los resultados obtenidos previamente por varios autores

(Nakajima et al., 2003; Uchida et al., 2004).
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Segun el conocimiento de los autores, s6lo existen dos trabajos en los
que se haya analizado la expresion inmunohistoquimica de la proteina 14-3-
30 en el estomago (Nakajima et al, 2003; Muhlmann et al, 2010), con
resultados, nuevamente, discrepantes. Mientras que unos autores han
encontrado moderada expresion en el epitelio foveolar (Nakajima et al, 2003),
otros no encontraron reaccion alguna (Mihlmann et al., 2010). Como ya se ha
comentado previamente, las diferencias de inmunotincion encontradas entre
los dos clones (N14 y 5D7), el marcaje de células neuroendocrinas asi como el
inmunoprecipitado yuxtanuclear en células epiteliales de la mucosa, se
corresponderian con la diferente especificidad inherente de ambos
anticuerpos. Asi, en el presente trabajo no se observo expresion a nivel del
epitelio glandular del estomago, lo que concuerda con algunos resultados

descritos previamente (Mthlmann et al., 2010).

El intestino delgado y grueso presenté un patron de inmunotincion
similar al del estomago. Mientras que el clon N14 produjo inmunotinciéon en
células neuroendocrinas del intestino, mediante el empleo del clon 5SD7 no se
observé expresion en ninguna estructura del intestino. La ausencia de
reaccion en el epitelio intestinal ha sido descrita previamente por otros autores
para la especie humana (Tanaka et al.,, 2004; Perathoner et al., 2005) lo que
concuerda con la negatividad observada en las muestras de intestino de
nuestro estudio. Sin embargo, otros autores describen expresion de la proteina

14-3-30 a nivel del epitelio de las criptas intestinales (Nakajima et al., 2003).

Mas extensamente ha sido estudiada la expresion de la proteina 14-3-
30 en el tejido pancreatico exocrino de la especie humana (Nakajima et al,
2003; Guweidhi et al.,, 2004; Neupane et al.,, 2008; Sitek et al., 2009). En
todos los trabajos que han analizado dicha expresion en tejido pancreatico
normal se ha descrito que no existe expresion constitutiva de dicha proteina
en este organo, resultados que concuerdan con los obtenidos en el presente
trabajo. Ademas, Nakajima et al. (2003) encontraron inmunorreaccion en
células periductales, hallazgo no observado en nuestro trabajo. Por otra parte,
mediante el empleo del clon N14, se observo expresion a nivel de los islotes de

Langerhans, resultado que ha sido discutido en el apartado 5.1.
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Segun nuestro conocimiento, la expresion de la proteina 14-3-30 en
tejido hepatico normal ha sido escasamente estudiada, presentando
resultados contradictorios. Mientras que unos autores no han encontrado
expresion en tejido hepatico normal (Nakajima et al.,, 2003), otros si han
encontrado tal expresion (Iwata et al., 2000). Nuestros resultados concuerdan
con los de Nakajima et al. (2003), al no haber observado ningun tipo de

inmunoprecipitado en el parénquima hepatico.

Con respecto a la vesicula biliar, s6lo existe un trabajo en el que se
analice la expresion de la proteina 14-3-30 en el epitelio de dicho 6rgano
(Nakajima et al, 2003). En el presente trabajo se encontr6 moderada
expresion de esta proteina 14-3-30 en las células epiteliales de la mucosa de la
vesicula biliar, estando en concordancia con lo descrito por Nakajima et al

(2003).

En el aparato respiratorio humano, se ha descrito tanto una
inmunorreactividad intensa como difusa, sobre todo, en los nucleos de las
células basales del epitelio de la traquea, los bronquios y los bronquiolos.
Ademas, la proteina 14-3-30 se ha detectado inmunohistoquimicamente en el
nucleo y el citoplasma de las células basales del epitelio de la traquea y de las
glandulas bronquiales, asi como de manera esporadica en neumocitos tipo II
(Osada et al., 2002; Yatabe et al.,, 2002; Nakajima et al., 2003; Qi et al., 2005;
Li et al, 2009a; Xiao et al, 2010). No obstante, otros autores no han
encontrado expresion de la proteina 14-3-30 en tejido pulmonar (Shiba-Ishii et
al., 2011). Nuestros resultados, aunque muestran una débil inmunorreacciéon
Unicamente a nivel de las células basales del epitelio de revestimiento de la
traquea y de los bronquios, siendo negativas el resto de estructuras asi como
los neumocitos tipo II, se asemejan a los descritos previamente (Osada et al.,
2002; Yatabe et al, 2002; Nakajima et al.,, 2003; Qi et al., 2005; Li et al.,
2009a; Xiao et al., 2010).

En el sistema urinario, se ha descrito una moderada y esporadica
expresion de la proteina 14-3-30 en las células epiteliales de los tubulos
renales y una nula expresion a nivel de los glomérulos por diferentes autores

(Nakajima et al, 2003; Mhawech et al, 2005a; 2005b; Liang et al., 2008). Sin
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embargo, en el presente estudio no se encontré expresion inmunohistoquimica

ni por Western blot en los tejidos renales caninos analizados.

En el presente trabajo se observo una intensa expresion citoplasmatica
y nuclear en el urotelio de la vejiga de la orina en todos los especimenes
analizados. Ademas, se observo como algunas células superficiales
presentaban una menor expresion o eran negativas. Dichos resultados,
exceptuando la expresion de tipo nuclear, concuerda con los hallazgos
descritos en la especie humana por varios autores (Nakajima et al., 2003;
Moreira et al., 2004; Mhawech et al, 2005a; 2005b; Kunze et al., 2006; 2008).
El urotelio del uréter y de la uretra presentdé igualmente una intensa
inmunorreaccion, observandose ademas un patron de tincion de membrana,
hallazgo que también ha sido reportado en la especie humana (Nakajima et al.,
2003; Moreira et al., 2004; Mhawech et al, 2005a; 2005b; Kunze et al., 2006;
2008; Xiao et al.,, 2010). La expresion nuclear observada en el urotelio de la
especie canina concuerda con el hecho de que la proteina 14-3-30 puede
moverse libremente segun la fisiologia de las células lo requieran (Hermeking,

2003).

Varios trabajos han estudiado la expresion de la proteina 14-3-3c en los
organos del aparato reproductor masculino y femenino de la especie
humana. A nivel testicular se ha observado que las células germinales no
expresan la proteina 14-3-30, mientras que las células periductales del
epididimo si son positivas (Nakajima et al., 2003). No obstante, otros autores
han obtenido resultados negativos para todo el testiculo (Mhawech et al,
2005a; 2005b). Nuestro resultados concuerdan con estos ultimos autores al

no obtener ningun tipo de inmunoprecipitado en las secciones de testiculo.

La expresion de la proteina 14-3-30 en tejido prostatico ha sido
estudiada en varios trabajos con resultados contradictorios. Algunos autores
han senialado una intensa expresion de la proteina a nivel citoplasmatico y
nuclear en las células periacinares/periductales de la prostata, asi como una
esporadica reaccion citoplasmatica en células glandulares y ductales
(Nakajima et al., 2003). Otros autores describen una intensa expresion tanto

en las células periacinares/periductales como en las glandulares (Cheng et al.,
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2004; Lodygin et al., 2004), mientras que otros describen Unicamente intensa
reaccion en las células epiteliales glandulares (Huang et al.,, 2004; Urano et
al., 2004). Contrariamente, otros trabajos describen que la proteina 14-3-30 se
expresa Unicamente en las células periglandulares y periductales (Mhawech et
al, 2005a; 2005b). En el presente trabajo se detecté expresion intensa
citoplasmatica y nuclear, en el epitelio de los ductos, asi como una expresion
esporadica en el citoplasma de las células glandulares sin expresion a nivel de
las células periductales ni periglandulares, resultados que concuerdan con los

de otros autores (Urano et al., 2004).

Varios estudios han analizado la expresion de la proteina 14-3-30 en el
ovario con resultados, nuevamente contradictorios. Unos autores no han
encontrado expresion en tejido ovarico (Nakajima et al.,, 2003; Mhawech et al,
2005a; 2005b). Otros investigadores han indicado variabilidad en su expresion
encontrando tanto ejemplares de tejido ovarico negativos como difusamente
positivos (Ravi et al.,, 2011). Otros autores, sin embargo, han encontrado una
generalizada expresion de la proteina 14-3-30 en el tejido ovarico (Akahira et
al., 2004). Esta disparidad de resultados puede ser debida al empleo de
diferentes anticuerpos y técnicas inmunohistoquimicas (Ramos Vara et al,
2008). Otra posible explicacion para esta disparidad de resultados en la
especie humana podria estar justificada en el trabajo de Nakayama et al
(2005). Estos autores pusieron de manifiesto una correlaciéon inversa entre el
estatus hormonal en diferentes fases del ciclo menstrual y la expresion de la
proteina 14-3-30 en tejidos uterinos. En estados proliferativos, mientras que la
expresion de receptores de estrogenos es maxima, no existe expresion de la
proteina 14-3-30. Al contrario en la fase secretora del utero, la expresion de
receptores de estrogenos es escasa siendo maxima la expresion de la proteina
14-3-30. Podria pensarse que tal interaccion ocurriera en otros 6rganos en los
que el estatus hormonal varia en funcién de la fase del ciclo sexual en la que
se encuentre el tejido en el momento de la toma de la muestra y debido a eso
pudiera obtenerse inmunorreaccion tanto difusamente positiva como negativa
en el tejido ovarico (Nakayama et al.,, 2005; Suzuki et al., 2006; Ravi et al.,
2011). En el presente trabajo no se observéo expresion de la proteina 14-3-30
en ninguna de las estructuras que componen el ovario, concordando con los

resultados de Nakajima et al. (2003) y Mhawech et al. (2005a; 2005b).
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En seres humanos se ha descrito una inmunorreactividad débil para la
proteina 14-3-30 en la mucosa del endometrio, asi como a nivel de las
glandulas de dicho organo (Nakajima et al, 2003; Mhawech et al, 2005a;
2005b). Otros autores han senalado que existe una inmunorreactividad
citoplasmatica, de débil a moderada, en el epitelio del cuello uterino, sin
observarse inmunotincion alguna en las glandulas uterinas (Sano et al,
2004). En nuestro trabajo se detecté6 una inmunotincién citoplasmatica débil y
heterogénea tanto en el epitelio uterino como a nivel de las glandulas
endometriales lo que concuerda con estudios anteriores en humanos
(Nakajima et al, 2003; Mhawech et al, 2005a; 2005b). Es posible que, en
funcion del estadio del ciclo estral de la perra, se produzcan cambios en la
expresion de la proteina 14-3-30, tal y como se ha reportado para la especie

humana (Nakayama et al., 2005; Suzuki et al., 2006).

La expresion de la proteina 14-3-30 no ha sido analizada en el epitelio
de la vagina humana. Si se ha observado, en un estudio realizado en ratones
jovenes, que la expresion de la proteina 14-3-30 puede inducirse en el epitelio
de la vagina tras una unica inyeccion de dietiletilbestrol (Suzuki et al., 2006).
En nuestro trabajo se ha observado expresion de moderada a intensa de la
proteina 14-3-30 en todos los estratos del epitelio de la vagina, con un patron
de tincion citoplasmatico y nuclear en todos los animales analizados. Dichos
resultados concuerdan con el hecho de la que la proteina 14-3-30 se expresa
en diversos epitelios de revestimiento estratificado (Gasco et al., 2002a;

Nakajima et al., 2003; Wang et al., 2008).

En la glandula mamaria canina, el patron de inmunorreactividad de la
proteina 14-3-30 en las células epiteliales luminales y mioepiteliales fue
variable y dependi6 de la etapa de la actividad secretora de la glandula. En la
glandula no lactante de la hembra madura, la proteina 14-3-30 se expres6 de
manera consistente sélo en el citoplasma de las células mioepiteliales
dispuestas como una capa continua alrededor de las unidades lobulares y los
conductos, mientras que las células epiteliales luminales mostraron tinciones
ocasionales. En la glandula mamaria lactante se observo una expresion débil a
moderada en las células epiteliales secretoras y moderada a intensa en las

células mioepiteliales de los conductos y los acinos. La proteina 14-3-30 se ha
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propuesto como un marcador nuevo y especifico de células mioepiteliales de la
glandula mamaria humana (Simpson et al., 2004, Leibl et al., 2005). Por otro
lado, otros autores describen la inmunorreactividad de la proteina 14-3-30 en
el citoplasma de las células epiteliales luminales y mioepiteliales de los
conductos y los 1l6bulos, siendo la intensidad mas fuerte en las células

mioepiteliales que en las células luminales (Simooka et al., 2004).

La expresion de la proteina 14-3-30 se encuentra asociada a hormonas
como los estrogenos y a otras proteinas de indole hormonal, como la proteina
EFP (estrogen-responsive finger protein) (Nalepa y Harper et al.,, 2002; Urano
et al., 2002; Simooka et al., 2004; Nakayama et al., 2005). Nuestros hallazgos
podrian justificarse a mecanismos similares a los descritos para la especie
humana. No obstante, aunque se han evidenciado cambios morfolégicos en el
parénquima mamario en las diferentes fases del ciclo estral (Santos et al.,
2010), dichos cambios no se han estudiado inmunohistoquimicamente en
relacion a la expresion de hormonas y/o sus receptores en los tejidos
mamarios de perras sanas en las diferentes etapas del ciclo sexual. Por otra
parte, no existen referencias sobre la expresion de la proteina EFP en la
especie canina. Serian necesarios mas estudios que relacionaran la presencia
de la proteina 14-3-30 con receptores de hormonas, asi como con la proteina

EFP.

En seres humanos, las glandulas endocrinas muestran una ausencia
completa de expresion de la proteina 14-3-30 (Nakajima et al, 2003). En
nuestro trabajo, las glandulas tiroides, paratiroides, pituitaria y corteza
adrenal no expresaron la proteina 14-3-30, lo que concuerda con estudios
previos (Nakajima et al.,, 2003). El hecho de que, mediante el empleo del
anticuerpo policlonal N14, se produjera inmunotincién a nivel del pancreas
endocrino, médula adrenal y células neuroendocrinas del aparato digestivo, y
que dicha reaccion no se observara al emplearse el anticuerpo monoclonal
5D7, sugiere una reaccion cruzada entre la isoforma o y otra u otras de las 6
isoformas descritas en mamiferos, cuya expresion si se produce en tejidos
endocrinos (Roseboom et al., 1994; Roth et al., 1994; Graf et al., 2011). Segun
el conocimiento de los autores no existen referencias que comparen la

reactividad de anticuerpos policlonales y monoclonales de la proteina 14-3-3o0.
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El tejido linfoide analizado en nuestro trabajo fue siempre negativo
para la expresion de la proteina 14-3-3o0. Este hecho concuerda con los
resultados previamente descritos para la especie humana (Bhatia et al., 2003;
Nakajima et al.,, 2003). Uno de los mecanismos mas importantes descritos
como regulador de la transcripcion del gen 14-3-30 y la produccion de la
proteina es el silenciamiento del gen mediante la metilacion de islas CpG. Este
mecanismo se ha encontrado en varios tipos de neoplasias y se ha propuesto
como la causa para la no transcripciéon de la proteina (Hermeking, 2003). Un
estudio encontré6 metilacion del ADN en la células de origen linfoide
proponiendo que dicha metilacion podria ser un mecanismo de regulacion de

expresion génica en diferentes tipos de tejidos normales (Bhatia et al., 2003).

Otros tejidos analizados en el presente trabajo fueron cerebro, cerebelo,
meédula espinal y musculos estriados esquelético y cardiaco. En ninguno de
ellos se observo expresion de la proteina 14-3-30, lo que concuerda con los
resultados obtenidos para la especie humana (Nakajima et al., 2003). No
obstante, es importante destacar que en periodos fetales humanos, otros
autores han documentado la expresion de la proteina 14-3-30 en musculo
estriado esquelético y cardiaco, musculo liso, condrocitos y epitelio alveolar
(Yatabe et al.,, 2002). En otros trabajos se ha analizado la expresion de las
diferentes isoformas de la familia 14-3-3 en tejidos de rata de diferentes
edades postnatales, observando que la isoforma o, mientras que se expresa al
comienzo de las etapas de desarrollo, disminuye en periodos mas tardios
(Umahara et al., 2009). Debido a que las proteinas 14-3-3 cumplen importante
funciones biologicas a nivel del sistema nervioso, encontrandose desreguladas
en varias patologias que afectan al tejido nervioso (Wilker y Yaffe, 2004), y
teniendo en cuenta que la especie canina ha sido propuesta como un modelo
natural de estudio para algunas enfermedades neurodegenerativas humanas
(Yu et al., 2011), futuros estudios centrados en la expresion de las diferentes
isoformas de la familia 14-3-3 en los tejidos nerviosos caninos deberian de

llevarse a cabo.
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5.3. EXPRESION DE LA PROTEINA 14-3-3c EN TEJIDOS MAMARIOS
NORMALES, DISPLASICOS Y NEOPLASICOS CANINOS

Aunque el papel principal de la proteina 14-3-30 en el cancer de mama
humano ha sido discutido en muchos y variados estudios (Prasad et al., 1992;
Ferguson et al.,, 2000; Umbricht et al.,, 2001; Vercoutter-Edouart et a., 2001;
Simooka et al., 2004; Simpson et al., 2004; Leibl et al., 2005; Mhawech et al.,
2005a; 2005b; Moreira et al.,, 2005; Jeronimo et al., 2008; Martinez-Galan et
al., 2008; Luo et al, 2009), la mayoria de estos han evaluado el estado de
metilacion del gen, concluyendo que la hipermetilacion de las islas CpG causa
el silencio epigenético de la proteina 14-3-30 en el cancer de mama humano.
Sin embargo, muy pocos estudios han tratado de determinar las
modificaciones existentes de la proteina 14-3-30 en los tejidos mamarios
neoplasicos comparados con los tejidos mamarios no tumorales (Simooka et
al. 2004; Simpson et al.,, 2004; Mhawech et al, 2005a; 2005b; Moreira et al.,
2005). Segun el conocimiento de los autores, éste es el primer trabajo en el
que se examina la expresion de la proteina 14-3-30 en neoplasias derivadas de

la glandula mamaria de la especie canina.

La proteina 14-3-30 ha sido detectada mediante inmunohistoquimica en
las células mioepiteliales y epiteliales de la glandula mamaria normal de la
especie humana, siendo siempre la tinciéon de las primeras mas intensa
(Nakajima et al., 2003; Simooka et al., 2004; Moreira et al.,, 2005). Sin
embargo, los resultados reportados por Simpson et al. (2004) mostraron que la
proteina 14-3-30 se expresO6 Unicamente en las células mioepiteliales de la
glandula mamaria normal. Esta discrepancia de resultados podria deberse a
diferencias entre las técnicas y anticuerpos usados en cada estudio. Nuestros
resultados indican que la proteina 14-3-30 se expresa preferentemente en
células mioepiteliales de tejido normal (100%) y displasico (91%) de la
glandula mamaria, observandose ademas positividad en células epiteliales
luminales tanto en la mama normal (22%) como en la displasica (65%), lo que
concuerda con estudios anteriores en humanos (Simooka et al, 2004;

Simpson et al., 2004; Mhawech et al, 2005a; 2005b; Moreira et al., 2005).
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El patréon de inmunotincion expresado por la proteina 14-3-30 en las
neoplasias de mama caninas fue casi exclusivamente intracitoplasmatico. Sin
embargo, en un caso de carcinoma simple tubulo-papilar con metastasis a
nodulo linfatico regional, se observo en el tumor primario positividad en el
nucleo de algunos grupos de células mioepiteliales. La expresion nuclear de la
proteina 14-3-30 ha sido previamente descrita por varios autores, atribuyendo
este patron de expresion a un peor pronédstico (Nakajima et al., 2003; Huang et
al., 2004; Wang et al., 2008; Okumura et al., 2010). Otros autores, sin
embargo, observaron un menor tiempo de supervivencia en aquellos casos con
un patron de tincion citoplasmatica (Simpson et al., 2004). Aunque en nuestra
serie inicamente se produjo la expresion nuclear en un caso, ésta ocurrié en
un caso con metastasis, lo que podria concordar con los resultados de
aquellos autores que conceden un peor prondstico a los casos con tincion
nuclear. No obstante, se requiere de un mayor numero de casos para poder

elaborar conclusiones mas consistentes en este aspecto.

En nuestro estudio, la proteina 14-3-30 se detecto en 78 (97%) de las
neoplasias analizadas. En el compartimento mioepitelial se observo
inmunorreactividad en el 100% y en el 77% de los tumores benignos y
malignos, respectivamente, mientras que en el compartimento epitelial se
obtuvo expresion en el 62% y 88% en los tumores benignos y malignos,
respectivamente. Por otra parte, estos resultados inmunohistoquimicos
concuerdan con los obtenidos en el ensayo mediante Western blot donde todas
las neoplasias, tanto benignas como malignas, asi como el nédulo linfatico con

metastasis, expresaron la proteina 14-3-30.

En contraposicién a nuestros resultados, la pérdida de la expresion de
la proteina 14-3-30 ha sido descrita, mediante analisis inmunohistoquimico,
en altos porcentajes en tumores de mama humanos, con tasas descritas del
81% (Simpson et al., 2004), 77% (Simooka et al., 2004; Mhawech et al., 2005a;
2005b) y 62 % (Suzuki et al., 2007). Esta discrepancia podria ser explicada
por el hecho de que la mayoria de los carcinomas de mama humanos se
originan a partir de células epiteliales luminales, mostrando por tanto las
neoplasias mamarias de la especie humana un inmunofenotipo general de

epitelio luminal, basado en la expresion de diferentes citoqueratinas y otros
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marcadores (Taylor-Papadimitriou y Lane, 1987; Lakhani y O Hare, 2001).
Por otra parte, en los estudios en los que se detect6 ausencia de la proteina
14-3-30 en tumores de mama humanos, el tejido usado como control consistio
en lineas celulares de células epiteliales mamarias humanas (HMECs) (Prasad
et al.,, 1992; Nacht et al.,, 1999; Ferguson et al.,, 2000). Estas células usadas
como tejido control derivaban de cultivos celulares indeterminados de epitelio
mamario normal, presentando un fenotipo predominantemente mioepitelial
(O’'Hare et al, 1991; Page et al., 1999; DiRenzo et al, 2002). Como
consecuencia, aquellas moléculas que se expresan preferentemente en células
mioepiteliales parecian estar disminuidas en los carcinomas de mama

humanos en comparacion con estas lineas celulares (Simpson et al., 2004).

Por otro lado, los tumores de mama caninos se caracterizan por la alta
frecuencia de lesiones que muestran proliferacion mioepitelial, tumores de
mama complejos y mixtos (Misdorp, 1999) y, por consiguiente, las moléculas
que se expresan preferentemente en las células mioepiteliales no parecen estar
disminuidas en los tumores de mama caninos. Mas aun, otras proteinas
propuestas como supresores de tumores, como la p63 y la maspina (Abd El-
Magsoud et al., 2010), se expresan en células mioepiteliales de la mama y, a
pesar de su descripcion como supresores de tumores, tanto la p63 como la
maspina han sido detectados en un 90% (Gama et al.,, 2003) y en un 98%
(Espinosa de los Monteros et al.,, 2005) de los tumores mamarios caninos,
respectivamente, no observandose una dramatica disminucion de las mismas
tal y como ocurre en las especie humana (Bailey et al., 2006; Abd et al., 2010).
No obstante, es importante resaltar dos hechos: en primer lugar, aunque los
resultados descritos por Gama et al. (2003) y Espinosa de los Monteros et al.
(2005) hagan referencia a un gran numero de casos positivos, 90% y 98
respectivamente, la expresion de las proteinas en sus trabajos (p63 y maspina)
se vio disminuida si se expresaba en proporcion a las células (principalmente
células mioepiteliales) positivas, sin embargo estos trabajos no presentaron
resultados cuantitativos al respecto. En segundo lugar, si de nuestro trabajo
tenemos so6lo en cuenta las neoplasias de tipo simple, que se corresponderian
con el inmunofenotipo luminal humano, nuestros resultados muestran
también que, a diferencia de la pérdida de expresion que algunos autores

describen para las neoplasias humanas, nuestra serie de neoplasias simples
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fueron positivas en un 94%, debido a la expresiéon de la proteina en uno u otro

compartimento.

En el presente trabajo, se observo expresion de la proteina 14-3-30 en el
97% de las neoplasias mamarias analizadas inmunohistoquimicamente y en el
100% de los casos analizados mediante Western blot. La proteina 14-3-30 se
expreso principalmente en células mioepiteliales de diferente morfologia, pre-
existente, fusiformes, estrelladas, redondas y en los condrocitos de focos de
metaplasia condroide de los tumores mixtos. Dicha expresion disminuy6 desde
las formas tumorales benignas hacia las malignas. Ademas, los tipos
histologicos malignos, tanto simples como complejos, presentaron mayores
niveles de expresion en las células neoplasicas epiteliales en comparacion con

las células epiteliales luminales normales.

Adicionalmente, la alta frecuencia de pérdida de la proteina 14-3-30 en
los tumores de mama humano ha sido cuestionada por Moreira et al. (2005).
En su estudio, s6lo 9 de 105 carcinomas primarios de mama mostraron una
expresion reducida de la proteina 14-3-30 contrariamente a la alta frecuencia
detectada en diversos estudios previos, que indicaban la pérdida de expresion
de la proteina 14-3-30 debido al silencio epigenético de la mayoria de las
muestras analizadas (Ferguson et al.,, 2000; Umbricht et al., 2001; Simooka et
al., 2004; Mhawech et al., 2005a) o en contraposicion a otros estudios
inmunohistoquimicos (Simooka et al.,, 2004; Simpson et al., 2004; Suzuki et
al., 2007). La discrepancia entre estos estudios revela que el papel real del gen
14-3-30 y su producto de transcripcion debe ser estudiado con mayor

profundidad.

En la actualidad los estudios en torno al gen 14-3-30y la proteina 14-3-
30 se centran, mas que en su estudio inmunohistoquimico, en el grado de
metilacion presente en sus regiones CpG. De hecho, muchos estudios han
descrito elevados grados de metilacion del ADN en los tumores de mama
humanos y una nula o escasa produccion de ARN (Ferguson et al., 2000;
Umbricht et al., 2001; Mhawech et al.,, 2005a). El estudio de la metilacion del
gen 14-3-30 también se ha llevado a cabo sobre muestras obtenidas mediante

puncién-aspiracion con aguja fina. Esta técnica ha sido propuesta para la
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especie humana como un método adicional en el diagnostico de lesiones

mamarias sospechosas de transformacion maligna (Jeronimo et al., 2008).

Mas aun, en la actualidad, la linea de investigacion en la especie
humana es la de detectar la metilacion del ADN del gen 14-3-30, entre otros, y
asi realizar un barrido en pacientes con historia clinica de tumor de mama en
busqueda de posibles recidivas y/o metastasis (Jing et al.,, 2008; Martinez-
Galan et al., 2008; Luo et al., 2009; Zurita et al.,, 2010). Sin embargo, otros
autores consideran que, debido a la hipermetilacion fisiologica del gen 14-3-30
en las células sanguineas, el estudio de la metilacion de este marcador en el
suero de pacientes con cancer de mama podria no ser eficaz (Bhatia et al.,
2003). Nuestro trabajo se ha limitado a estudiar la expresion de la proteina
14-3-30 en tejidos caninos. Se requiere de futuros estudios que analicen el
grado de metilacion del ADN de los tejidos neoplasicos mamarios caninos, asi
como el grado de metilacion en sangre periférica. En la especie canina se han
realizado escasos estudios acerca de marcadores tumorales en sangre
periférica, habiéndose identificado que la deteccion de moléculas como la
CK19, HER-2 y el EGFR en sangre, pudiera servir como factor pronéstico en el

futuro (da Costa et al., 2010).

La proteina 14-3-30 ha sido descrita como un valioso marcador
mioepitelial en el tejido mamario humano (Simpson et al.,, 2004; Leibl et al.,
2005). En nuestro trabajo, el estudio de la co-expresion de las proteinas 14-3-
30 y p63, llevada a cabo mediante una técnica de doble inmunotinciéon en
tejidos mamarios normales y neoplasias mamarias malignas, revel6 una gran
sensibilidad para la proteina 14-3-30 como marcador de células mioepiteliales,
ya que todas las células positivas a p63 (un marcador especifico de células

mioepiteliales) (Gama et al., 2003) co-expresaron la proteina 14-3-30.

El clon 4A4 de la proteina p63, el mismo que el empleado en nuestro
trabajo, también se ha utilizado para estudiar la implicacion de las células
mioepiteliales en tumores glandulares primarios de piel canina, incluyendo
tumores de glandulas apocrinas, ceruminosas y perianales. De manera similar
a la glandula mamaria, la p63 se detecto en células mioepiteliales y basales de

las neoplasias estudiadas, asi como en una proporcion de células epiteliales
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neoplasicas maduras. No obstante, este tltimo hallazgo requiere de mayores
estudios. Finalmente, los autores sugieren que la proteina p63 pudiera estar

implicada en la oncogénesis de estos tipos tumorales (Saraiva et al., 2008).

Se ha descrito una elevada participacion de la proteina p63 en los
tumores de mama caninos (Gama et al.,, 2003), donde dicha proteina se
expreso en el 91,4% de los casos analizados. Ademas, el anticuerpo anti-p63
permitio, a diferencia del diagnoéstico histolégico rutinario, identificar
neoplasias mamarias malignas con participacion de las células mioepiteliales.
Asi, en varios carcinomas simples tubulo-papilares se identificaron focos de
proliferacion neoplasica de células mioepiteliales, lo que dio lugar a su
reclasificacion como carcinomas complejos. Muy importante resulta el hecho
de que 7 de los 10 carcinomas simples sélidos resultaran positivos para la
expresion de este marcador, lo que implica una elevada participacion de las

células mioepiteliales en este tipo histologico (Gama et al., 2003).

En nuestro trabajo, la co-expresion de las proteinas 14-3-30 y p63 en 9
carcinomas soélidos simples revel6 la participacion en los mismos de células de
inmunofenotipo mioepitelial, hallazgo que no siempre puede ser identificado
mediante las técnicas histologicas de rutina (hematoxilina-eosina), como han
indicado diversos autores usando diferentes marcadores de células
mioepiteliales (Gama et al.,, 2003; Martin de las Mulas et al.,, 2004; Espinosa
de los Monteros et al., 2005). Por ello, es recomendable el uso conjunto de la
proteina 14-3-30 junto con otros marcadores de células mioepiteliales, para el

estudio de la glandula mamaria canina normal y neoplasica.

Al igual que en el presente trabajo, otros autores han empleado la doble
inmunotinciéon para discernir la validez de un nuevo marcador de células
mioepiteliales. En el estudio de Ramalho et al. (2006) se empleo el mismo kit
que el usado en el presente trabajo, con el objetivo de estudiar la expresion de
la citoqueratina (CK) 5 y la proteina p63. Los resultados de estos autores
pusieron de manifiesto que, aunque la CK5 marcaba las mismas poblaciones
que la proteina p63, otro grupo de células de morfologia epitelial también
expresaba la CK5, no pudiendo ser considerada como una citoqueratina

especifica de células mioepiteliales.
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Un descubrimiento muy interesante de la relacion entre las proteinas
14-3-30 y p63 se centra en que se ha encontrado que uno de los dos grupos de
isoformas de la proteina p63, demoninada ANp63, suprime la expresion de la
proteina 14-3-30 (Westfall et al., 2003). Sin embargo, hasta la fecha, otros
autores no han sido capaces de demostrar tal interaccion en tejidos fijados en
formol e incluidos en parafina (Lodygin et al., 2003; Moreira et al., 2004;

2005).

El anticuerpo anti-p63 usado en nuestro estudio identifica los dos
grupos de isoformas (TA y AN), de manera que no pueden inferirse
interacciones especificas entre estas dos moléculas. Sin embargo, las
diferentes poblaciones celulares observadas en el estudio de co-expresion de
las proteinas 14-3-30 y p63, asi como que no se encontraron condroblastos de
fenotipo +/+, pudiera deberse a algin tipo de interaccion antagonista entre
una isoforma especifica de la proteina p63 y la proteina 14-3-30, tal y como
han demostrado otros autores (Sniezek et al, 2002). Mas aun, se ha
demostrado que la proteina p63, analogo de la proteina p5S3, importante
supresor de tumores, cuando se expresa en altos niveles esta asociada a un
mejor pronoéstico en algunos tipos de neoplasias en humanos (Calli et al.,
2011). Futuros estudios que analicen la co-expresion de las isoformas ANp63 y
TAp63 y la proteina 14-3-30 en tejidos mamarios caninos podrian arrojar mas

claridad sobre posibles interacciones entre estas moléculas.

Recientemente, se ha comparado la expresién de la forma AN de la
proteina p63 con la expresion del clon 4A4 en los tumores de mama de tipo
mixto de la especie canina (Bertagnolli et al., 2009). No obstante, como se ha
comentado previamente, el clon (4A4) usado para comparar con la isoforma
AN identifica indistintamente las 6 isoformas descritas de la proteina p63. En
este estudio se demostro la presencia de ambos tipos de proteina en el ntcleo
de las células mioepiteliales en el 100% de los tumores mixtos benignos y en el
94% de los carcinomas en tumor mixto benigno, sugiriendo que la isoforma AN
podria estar involucrada en el desarrollo de este ultimo tipo tumoral. Se
requeririan de mas estudios inmunohistoquimicos que analizaran la expresion

de las diferentes isoformas de la proteina p63 en tumores de mama caninos.

166



Discusion

Se ha sugerido que como marcador epitelial, la proteina 14-3-30 podria
ayudar en el diagnostico de diferentes tipos de tumores (Kaneuchi et al., 2004;
Mhawech et al., 2005c). En las ultimas dos décadas, las investigaciones sobre
los marcadores de diferenciacion celular han servido para incrementar el
conocimiento sobre la histogénesis de los tumores de mama caninos. Existen
diferentes hipotesis acerca del papel que juegan las células mioepiteliales en la
histogénesis de los tumores de mama complejos y mixtos que, por otra parte,

son los mas comunes en las especie canina (Sorenmo et al., 2011).

Histéricamente, existen 3 lineas de pensamiento respecto al origen de
los componentes mesenquimales (cartilago, hueso y/o grasa) que se observan
en los tumores mixtos: metaplasia del componente epitelial, metaplasia del
tejido conectivo estromal y metaplasia del componente mioepitelial (Misdorp et
al., 1999). Aunque los mecanismos exactos no se conocen completamente, se
han realizado numerosos estudios usando diferentes paneles de marcadores
de células basales que han reforzado la hipétesis del componente mioepitelial
como origen de la metaplasia hacia tejido mesenquimal. Tanto en los tumores
complejos como en los mixtos, las células mioepiteliales de morfologia normal
o pre-existentes y en intimo contacto con la membrana basal mantuvieron sus
normales perfiles inmunohistoquimicos, mientras que en las zonas de
proliferacion de este tipo celular, aquellas células de morfologia fusiforme,
estrellada y redondeada, tendieron a mostrar menor expresion de CKS5, CK14,
actina de musculo liso, calponina, maspina y p63 y mayor expresion de
vimentina (Sorenmo et al., 2011). El hecho de que los condrocitos encontrados
en los focos de metaplasia cartilaginosa mantengan la expresion de moléculas
expresadas en las células mioepiteliales (tales como la PTHrP, BMP-6,
calponina, maspina, p63, caveolina-1) hace pensar que estas células tengan
un papel importante en los mecanismos de histogénesis de los tumores de
mama caninos (Okada et al., 1997; Tateyama et al., 2001; Espinosa de los
Monteros et al 2002; 2005; Gama et al.,, 2003; Amorim et al., 2010; Pereira et
al., 2010).

En el presente trabajo, se observo expresion de la proteina 14-3-30 en
células mioepiteliales de diferente morfologia (fusiforme, estrellada y

redondeada) asi como en condrocitos, con una tendencia a la disminuciéon en
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dicha expresion en relacion con la desdiferenciacion de dichas células. La
proteina p63 tuvo un patréon de expresion similar, disminuyendo su expresion
desde la forma pre-existente de la célula mioepitelial hasta las formas mas
desdiferenciadas. Estos resultados concuerdan con los de otros autores
(Destexhe et al., 1993; Griffey et al., 1993; Okada et al.,, 1997; Gartner et al.,
1999; Tateyama et al.,, 2001; Espinosa de los Monteros et al., 2002; 2005;
Gama et al.,, 2003; Ramalho et al.,, 2006; Bertagnolli et al.,, 2009; Amorim et
al., 2010; Pereira et al., 2010).

Cabe resaltar que, en nuestro estudio, el cartilago analizado en los
tejidos normales no expres6 la proteina 14-3-30, al igual que en la especie
humana (Nakajima et al., 2003). Sin embargo, si se observo expresion en los
condrocitos presentes en los tumores mixtos. Este hallazgo recalca el mas que
probable papel de las células mioepiteliales en la histogénesis de los tumores

mixtos de la especie canina.

Nuestros resultados, ademas, han identificado una poblacion de células
neoplasicas con reaccion altamente positiva para la proteina 14-3-30 cuyo
origen se atribuyo al componente epitelial luminal del parénquima mamario.
Estos resultados indican claramente que la proteina 14-3-30 no es un
marcador exclusivo de las células mioepiteliales, sino que, ademas, su
expresion se encuentra aumentada en los tumores de mama caninos en el
compartimento epitelial. Nuestros hallazgos no concuerdan, por tanto, con el
papel de supresor tumoral que frecuentemente es atribuido a la proteina 14-3-
30 (Hermeking et al.,, 1997; Chan et al., 1999; Ferguson et al., 2000; Laronga
et al., 2000; Moreira et al., 2004; Simooka et al., 2004; Urano et al., 2004).

Sin embargo, la desregulacion de la expresion de la proteina 14-3-30 ha
sido observada en una amplia variedad de canceres humanos, habiéndose
descrito tanto la pérdida/disminucion de la expresion (Prasad et al., 1992;
Ferguson et al., 2000; Iwata et al, 2000; Vercoutter-Edouart et al., 2001;
Gasco et al., 2002a,b; Lodygin et al., 2003; Akahira et al., 2004; Lodygin et al.,
2004; Moreira et al., 2004; Simooka et al., 2004; Simpson et al., 2004; Uchida
et al.,, 2004; Urano et al., 2004; Mhawech et al.,, 2005a; Bhawal et al., 2008;

Kunze et al., 2008) como la sobre-expresion/neoexpresion de la proteina 14-3-
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30 (Shoji et al., 1994; Villaret et al., 2000; Osada et al., 2002; Sniezek et al.,
2002; Yatabe et al., 2002; Nakajima et al.,, 2003; Guweidhi et al., 2004;
Kaneuchi et al., 2004; Sano et al., 2004; Nakayama et al., 2005; Perathoner et
al., 2005; Qi et al.,, 2005; Neupane y Korc., 2008; Wang et al.,, 2008; Sitek et
al.,, 2009; Muhlmann et al.,, 2010; Okumura et al., 2010; Xiao et al., 2010;
Ravi et al., 2011; Shiba-Ishi et al., 2011), asociandose ambos procesos al

desarrollo de tumores malignos.

Asi, varios autores han sugerido que el papel de la proteina 14-3-30
pudiera variar dependiendo del tipo tumoral (Perathoner et al., 2005; Qi et al.,
2005; Neupane et al., 2008; Wang et al., 2008). De hecho, algunos autores
han denominado a la proteina 14-3-30 como “la espada de doble filo del

cancer humano” (Li et al., 2009b).

Asi, en nuestro trabajo, ademas de observarse un aumento de expresion
de la proteina 14-3-30 en las células epiteliales neoplasicas, se observo que,
aquellas con mayor poder de invasion y metastasis solian presentar una
mayor positividad mostrando moderada o intensa inmunotinciéon. Se han
publicado diversos articulos que apoyan nuestros resultados. En primer lugar,
la sobre-expresion concomitante del receptor del factor de crecimiento
epidérmico y de la proteina 14-3-30 ha sido observada en cancer de pancreas
humano (Neupane and Korc, 2008). En segundo lugar, en este tipo de cancer
la proteina 14-3-30 ha sido relacionada con el aumento de la motilidad celular
y con el incremento en el factor de crecimiento epidérmico que estimula la
invasion en el estroma. Todo ello parece indicar que la expresién concomitante
del receptor del factor de crecimiento epidérmico y la proteina 14-3-30 puede
aumentar la capacidad invasiva de las células neoplasicas in vivo (Perathoner
et al., 2005; Neupane y Korc, 2008). De hecho, la sobre-expresion del receptor
del factor de crecimiento epidérmico ha sido descrita en tumores de mama
caninos (Gama et al., 2009) y, en consonancia con nuestros resultados, puede
sugerirse la posibilidad de que exista algiin tipo de interaccion entre estas dos

moléculas en los tumores de mama caninos.

Por otro lado, los hallazgos de otros autores que ponen de manifiesto

que la proteina 14-3-30 es secretada al medio extracelular apunta a su
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implicacién en los eventos autocrinos y paracrinos, y plantea hipotesis
interesantes sobre las funciones extracelulares de la proteina 14-3-30
(Ghahary et al., 2004; 2005; Medina et al., 2007). Asi, se ha observado que la
proteina 14-3-30 es secretada por queratocitos diferenciados y que, tras su
liberacion, induce la expresion de las metaloproteinasas de la matriz (MPM) en
fibroblastos dérmicos (Ghahary et al.,, 2004; 2005; Medina et al., 2007).
Ademas, el tratamiento de fibroblastos con recombinantes exogenos de la
proteina 14-3-30 hace que se incremente la produccion de MPM por los
fibroblastos. En vista de la habilidad de las MPM para degradar el colageno y
promover la carcinogénesis en la especie humana y la canina (Hirayama et al.,
2002), estas observaciones sugieren que la proteina 14-3-30 pudiera favorecer
la progresion, poder de invasion y la metastasis de los tumores de mama

caninos.

El hallazgo de que la proteina 14-3-30 aumenta su expresion en funcion
de la pérdida de receptores de estrogenos (Nakayama et al., 2005), hecho este
ultimo que ocurre también en los tumores de mama de peor diferenciacion y
pronostico (Martin de las Mulas et al., 2005), pudiera estar relacionado con el
aumento de expresion de la proteina 14-3-30 en las células epiteliales

neoplasicas observado en nuestra serie.

Recientemente, otros autores han estudiado la proteina caveolina-1
(Cav-1), supuesta proteina supresora de tumores, que se expresa en las
células mioepiteliales de la glandula mamaria humana y canina (Amorim et
al., 2010; Pereira et al., 2010). En estos trabajos se observé una expresion
homogénea que la Cav-1 en células mioepiteliales de la glandula mamaria
normal asi como en fibroblastos del tejido conectivo, siendo las células
epiteliales luminales negativas. Sin embargo, se observdé una neoexpresion de
la Cav-1 en las células neoplasicas epiteliales (Amorim et al., 2010; Pereira et
al., 2010). Dichos resultados arrojan una interesante similitud con los

obtenidos sobre la expresion de la proteina 14-3-30 en el presente trabajo.

Por otra parte, en nuestro estudio se observdé que numerosas figuras
mitoticas, algunas de ellas de morfologia bizarra, células neoplasicas

infiltrativas, células neoplasicas en el interior de vasos linfaticos, asi como las
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metastasis a linfonodos regionales y a bazo presentaron una generalizada
expresion de la proteina 14-3-30. Diferentes evidencias apoyan una posible
funcion supresora de tumores de la proteina 14-3-3o0. En primer lugar, la
proteina 14-3-30 es la Unica isoforma de la familia 14-3-3 cuya transcripicion
se produce tras un dano del ADN (Hermeking et al.,, 1997; Chan et al., 1999).
En segundo lugar, su expresion induce el arresto de la fase G2/M debido al
secuestro de la cdc2-ciclina-B1, lo que permite la interrupcion momentanea
del ciclo celular y la puesta en marcha de los mecanismos de reparacion del
ADN (Hermeking et al., 1997). Por ultimo, su expresion se ve silenciada en
diferentes tipos de cancer humano, principalmente por su inactivacion
epigenética a través de la metilacion del ADN (Hermeking, 2003; Lodygin y
Hermeking, 2006). Por tanto, el hecho de que en nuestro estudio se hayan
observado abundantes células neoplasicas positivas, incluidas células en
mitosis, no concuerda con una de las funciones mas importante propuestas

para la proteina 14-3-30.

Sin embargo, varios autores han obtenido resultados que podrian
explicar la sobre-expresion de la proteina 14-3-30 detectada en las neoplasias
mamarias caninas de nuestra serie, asi como su expresion en invasiones
vasculares y metastasis. Se ha observado que altos niveles de la proteina 14-
3-30 inducen quimiorresistencia y atentian las sefales proapoptéticas que se
originan en las células tumorales (Neupane y Korc, 2008). Ademas, se ha
comprobado que la proteina 14-3-30 puede unirse momentaneamente a las
proteinas BAX y CDKI1, retrasando la cascada de senales que generan la
apoptosis (Samuel et al., 2001; Subramanian et al.,, 2001; Tsuruta et al,
2004). Podria ocurrir que, durante la carcinogénesis se produjera una
poblacion clonal de células cuya sobre-expresion de la proteina 14-3-30
bloqueara en su totalidad los mecanismos proapoptoticos, permitiendo asi una

replicacion indefinida de las células neoplasicas.

Por otra parte, Zhang et al. (2004) mostraron que el factor de
crecimiento similar a la insulina 1 (IGF1l) incrementa la expresion de la
proteina 14-3-30 asi como la progresion del ciclo celular en una linea celular
de carcinoma de mama humano. Estos efectos producidos por la proteina

IGF1 fueron independientes de la proteina p53. Las manipulaciones llevadas a
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cabo para reducir la expresion de la proteina 14-3-30 indujeron una
disminucion de los niveles de IGF1, demostrando que, al menos en lineas
celulares de carcinoma de mama humano, una interaccién positiva entre la
proteina 14-3-30 y la progresion del ciclo celular mediada por la proteina IGF1
(Zhang et al.,, 2004). El papel de la proteina IGF1 ha sido escasamente
estudiado en la especie canina y se cree que pudiera tener un rol similar al
desarrollado en humanos (Mol et al., 1997). Esta hipotesis se debe al hecho de
que los progestagenos inducen la secrecion de la hormona del crecimiento
(GH) en la glandula mamaria (Mol et al.,, 1999). La GH puede ejercer efectos
proliferativos directos a nivel local asi como inducir la sintesis de la proteina
IGF1 (Mol et al., 1997). De hecho, en la especie canina, los homogeneizados de
tumores de mama malignos han demostrado poseer mayores niveles de
expresion de IGF1 que los de tumores benignos (Queiroga et al., 2008). Por
tanto, podria sugerirse una interaccién entre estas dos moléculas, 14-3-30 y

IGF1, que promoviera la carcinogénesis en los tumores de mama caninos.

Por ultimo, se ha observado que la proteina 14-3-30 juega un papel
importante en los mecanismos de transicion epitelial-mesenquimal,
involucrados en los procesos de invasion del tejido estromal (Sureban et al.,
2011). Asi mismo, también muy recientemente, en un estudio realizado sobre
1500 proteinas expresadas en lineas celulares de tumores de mama de rata, la
Unica proteina marcadamente incrementada en la linea celular de elevado
poder metastasico fue la proteina 14-3-3o0 (Dabbous et al., 2011), hallazgos

que concuerdan con los resultados de la presente Tesis Doctoral.

5.4. RELEVANCIA CLINICA DE LA EXPRESION DE LA PROTEINA 14-3-3¢
EN LOS TEJIDOS NEOPLASICOS MAMARIOS CANINOS

Los tumores de mama representan el tumor mas frecuente en la mujer,
con mas de un millon de nuevos casos y 370.000 muertes anualmente en todo
el mundo (Zurita et al.,, 2010). De manera similar, los tumores de mama de la
especie canina representan el tumor mas frecuente de la especie canina,

representando el 70% de los tumores de esta especie (Merlo et al., 2008).
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Hasta la fecha, el tratamiento de esta patologia es eminentemente
quirargico, representando los casos mas avanzados un reto terapéutico para el
veterinario oncoélogo. Por tanto, la busqueda de nuevas dianas terapéuticas es

un campo de investigacion en auge (Morris, 2010).

Diversos trabajos han descrito varias lineas celulares tumorales, una de
ellas de origen mamario, que sobre-expresan la proteina 14-3-30 y que son
resistentes a varios agentes quimioterapicos. En estos trabajos se bloqueé la
expresion de la proteina 14-3-30 en dichas lineas celulares observando que su
sensibilidad a la doxorrubicina aumentaba (Sinha et al., 1999 Liu et al,
2006). Por tanto, estos investigadores han sugerido que esta proteina deberia
de estudiarse como una nueva diana terapéutica. Esta linea de pensamiento
también ha sido propuesta por otros autores (Huang et al., 2004; Neupane et
al., 2008).

Aunque los resultados en el presente trabajo se limitan a documentar la
expresion de la proteina 14-3-30 en las neoplasias de mama en la especie
canina, el hecho de que dicha proteina se sobre-exprese en este tipo tumoral
asi como en casos con invasion vascular y metastasis, es decir, en casos
avanzados de la enfermedad neoplasica, seria interesante, cuanto menos,
considerar a la proteina 14-3-30 como una posible diana terapéutica. No
obstante, se necesitan mas estudios que corroboren los resultados del
presente trabajo, asi como la investigacion de la expresion de esta proteina en
lineas celulares de tumor de mama canino, con el objeto de caracterizar sus

mecanismos de accion en las neoplasias mamarias caninas.
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Primera. Las técnicas de deteccién inmunohistoquimica y de Western blot de
la proteina 14-3-30 en tejidos caninos han sido estandarizadas y permiten,
con fiabilidad, documentar su expresion, tanto en tejidos fijados en formol y
embebidos en parafina como en tejidos frescos conservados a -80°C, utilizando

anticuerpos comerciales desarrollados frente a la proteina 14-3-30 humana.

Segunda. La deteccion mediante Western blot de una proteina de 30 kDa,
utilizando dos anticuerpos comerciales especificos frente a la proteina 14-3-30
de origen humano, valida y demuestra la especificidad de estos anticuerpos

para detectar la proteina 14-3-30 en tejidos caninos.

Tercera. En la especie canina, la proteina 14-3-30 presenta altos niveles de
expresion en las células epiteliales de epidermis, anexos cutaneos, urotelio,
conductos de préstata y glandula salival y en las células mioepiteliales de la
glandula salival, no expresandose en estomago, intestino, higado, pancreas,

glandulas endocrinas, testiculos, ovarios, tejido nervioso y tejido linfoide.

Cuarta. En la glandula mamaria canina normal, la proteina 14-3-30 se
expresa de manera constante e intensa en las células mioepiteliales, mientras

que su expresion en las células epiteliales es débil y ocasional.

Quinta. El 97% de las neoplasias mamarias caninas analizadas expresaron la
proteina 14-3-30. En las células mioepiteliales, esta expresiéon disminuye
progresivamente desde las formas pre-existentes hacia las formas fusiformes y
estrelladas. La expresion de la proteina 14-3-30 en células epiteliales fue mas
frecuente e intensa en las neoplasias mamarias malignas que en las

neoplasias benignas, las displasias y la glandula mamaria normal.

Sexta. La proteina 14-3-30 presenta altos niveles de expresion en las células
epiteliales neoplasicas con caracter infiltrativo, embolico y metastasico, lo que
sugiere un papel de esta proteina en la adquisiciébn de un comportamiento

biolégico mas agresivo en las neoplasias mamarias caninas.
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Séptima. La proteina 14-3-30 y la proteina p63 se co-expresan en las células
mioepiteliales de la glandula mamaria canina normal y neoplasica. Esta co-
expresion permite identificar un grupo de neoplasias malignas de origen
mioepitelial no detectable con técnicas histoquimicas de rutina como la

hematoxilina-eosina.
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Resumen/Summary

Las proteinas 14-3-3 son una familia de polipéptidos acidos de 20-33
kDa que, espontaneamente, se ensamblan como dimeros. Estas proteinas
estan ampliamente expresadas en las células eucariotas y se les relaciona con
diversas funciones biologicas tales como la transduccion de senales, el control
del ciclo celular, la apoptosis, la transcripcion, la respuesta al estrés y la

transformacion maligna.

De las siete isoformas descritas, la proteina 14-3-30, también llamada
estratifina o “marcador epitelial mamario humano-1” se localiza, en la especie
humana, en diferentes tipos de células de origen epitelial, y se le ha
relacionado con el desarrollo de cancer. Asi, se han observado alteraciones en
la expresion de la proteina 14-3-30 en una amplia variedad de neoplasias,
habiéndose asociado con malignidad tanto niveles elevados como disminuidos

de la misma.

En este trabajo hemos investigado la expresion y el patron de
distribucién de la proteina 14-3-30 mediante técnicas inmunohistoquimicas y
Western blot, en tejidos normales y neoplasias mamarias de la especie canina.
Hemos estandarizado las técnicas inmunohistoquimicas y de Western blot

empleando dos anticuerpos comerciales frente a esta proteina.

En los tejidos normales caninos, se demostréo la expresion
inmunohistoquimica y por Western blot de la proteina 14-3-30 en varios
tejidos epiteliales, observandose pequenas diferencias con respecto al patron
de distribucion descritos para la especie humana. Asi, la proteina 14-3-30
presentd altos niveles de expresion en las células epiteliales de epidermis,
anexos cutaneos, urotelio, conductos de prostata y glandula salival y en las
células mioepiteliales de la glandula salival, no expresandose en estomago,
intestino, higado, pancreas, glandulas endocrinas, testiculos, ovarios, tejido

nervioso y tejido linfoide.
En la glandula mamaria canina normal, la proteina 14-3-30 se expreso

de manera constante e intensa en las células mioepiteliales, mientras que su

expresion en las células epiteliales fue débil y ocasional.
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Resumen/Summary

En las neoplasias mamarias de la especie canina, la proteina 14-3-30 se
expreso en el 97% de los tumores examinados, localizandose no sélo en las
células mioepiteliales si no también en una alta proporcion de células
epiteliales. En las células mioepiteliales, esta expresion disminuyo
progresivamente desde las formas pre-existentes hacia las formas fusiformes y
estrelladas, mientras que la expresion en las células epiteliales fue mas
frecuente e intensa en las neoplasias mamarias malignas que en las
neoplasias benignas, las displasias y la glandula mamaria normal (P<0.001).
Ademas, la proteina 14-3-30 presento altos niveles de expresion en las células
epiteliales neoplasicas con caracter infiltrativo, embolico y metastasico, lo que
sugiere un papel de esta proteina en la adquisicion de un comportamiento

biolégico mas agresivo en las neoplasias mamarias caninas.

Por ultimo, el estudio de la co-expresion de las proteinas 14-3-30 y p63
(un marcador especifico de células mioepiteliales), mediante una técnica de
doble inmunotincion, en tejidos mamarios normales y neoplasias mamarias
malignas, permitiéo identificar un grupo de neoplasias malignas de origen
mioepitelial no detectable con técnicas histoquimicas de rutina como la

hematoxilina-eosina.
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Resumen/Summary

14-3-3 proteins are a family of abundant, widely expressed in all
eukaryotic cells 20-33 kDa acidic polypeptides that spontaneously self-
assemble as dimmers. They are expressed in all eukaryotic cells, are highly
conserved in protein sequence and function from yeast to mammals and are
involved in several biological functions such as signal transduction, cell-cycle
control, apoptosis, transcription, stress responses and malignant

transformation.

Among the seven 14-3-3 isoforms, the 14-3-30 protein, also called
stratifin or “human mammary epithelial marker 17, which is localized in
normal human tissues exclusively in various epithelial cell types, it has been
especially linked with cancer development. Alteration of 14-3-30 protein has
been observed in a wide variety of human cancers, with both decreasing and
increasing 14-3-30 protein levels being associated with development of

malignancy.

In this work we aimed to investigate the expression and the distribution
pattern of 14-3-30 protein by immunohistochemical and Western blot analysis
in normal tissues and mammary tumors of canine species. We have
standardized the immunohistochemical and Western blot techniques using

two commercial antibodies against this protein.

In normal canine tissue samples, immunohistochemical and Western
blot expression of 14-3-30 protein was demonstrated in several epithelial
tissues with some minor differences of distribution pattern compared with
human normal tissues. The 14-3-30 protein was highly expressed in the
epithelial cells from epidermis, cutaneous anexa, urothelium, prostatic and
salivary gland ducts and myoepithelial cells of the salivary gland, no
immunodetection was observed in stomach, intestine, liver, pancreas,

endocrine glands, testicle, ovary, nervous and lymphoid tissues.
In normal canine mammary gland, the 14-3-30 protein was consistently

and highly expressed in the myoepithelial cells, whereas the expression in the

epithelial cells was weak and occasional.
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Resumen/Summary

In the canine mammary neoplasms, the 14-3-30 protein was expressed
in the 97% of the examined tumours, presented not only in the myoepithelial
cells but also in a high proportion of the epithelial cells. Expression levels were
elevated and reduced in neoplastic epithelial and myoepithelial cells,
respectively (P<0.001). In addition, intense expression of 14-3-3c was also
detected in neoplastic epithelial cells infiltrating lymph vessels and lymph
nodes and suggests a possible role for this protein in the malignant

transformation of canine mammary neoplasms.

Finally, the assessment of the co-expression of 14-3-30 and the
myoepithelial cells-specific marker p63, using a double immunostaining, in
both normal and neoplastic mammary tissue samples, allowed to identifiy the
myoepithelial origin of a group of malignant neoplasms, which was not always

identified by routine histochemical techniques such as hematoxylin-eosin.
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You will travel far, my little Kal-El. But we will never leave you... even in the face of our deaths.
You will make my strength your own.
See my life through your eyes, as your life will be seen through mine.

The son becomes the father, and the father...the son.



Esta tesis estd dedicada a Mi Padre,
Don Esteban Luis Suarez Lépez,
cuya vida ha estado dedicada abnegadamente, a la educacién de sus hijos y

al cuidado de su esposa.
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14-3-3 o protein is a negative cell cycle regulator, with both reduced and elevated levels associated with
cancer in humans. This study assessed the expression of this protein in canine mammary tissues using
immunohistochemistry and Western blotting. 14-3-3 ¢ was detected in 97% of the mammary tissue sam-
ples examined and was found in both myoepithelial (MECs) and epithelial (ECs) cells. Expression levels
were elevated and reduced in neoplastic ECs and MECs, respectively (P < 0.001). Intense expression of 14-
3-3 o was detected in neoplastic ECs infiltrating blood vessels and lymph nodes and suggests a possible
role for this protein in the malignant transformation of mammary neoplasms. Moreover, double immu-
nostaining for 14-3-3 ¢ and the MEC - specific marker p63, confirmed that 14-3-3 G is a highly sensitive

marker of MECs since all p63 - positive cells were also positive for 14-3-3 o. However, this protein is not
exclusive to MECs as ECs also labelled positively.

© 2010 Elsevier Ltd. All rights reserved.

Introduction

The 14-3-3 protein family comprises seven isoforms (8, €, 1, 7,
T, ¢ and () of 28-33 kDa proteins that are highly conserved and
ubiquitously expressed (Tzivion et al.,, 2006). 14-3-3 isoforms
interact with >200 proteins involved in numerous cell functions
(Pozuelo Rubio et al., 2004) such as modulating signal transduc-
tion, the cell cycle, apoptosis, transcription, stress responses, and
malignant transformation (Tzivion et al., 2006). The ability of 14-
3-3 proteins to bind and regulate several oncogenic as well as var-
ious tumour suppressor gene products suggests they may have a
potential role in tumourigenesis (Tzivion et al., 2006).

Of the 14-3-3 protein family, the & isoform, also termed strati-
fin or human mammary epithelial marker (HME) 1, has been most
directly linked to tumour development (Prasad et al., 1992;
Ferguson et al., 2000; Wang et al., 2008). The expression of this
isoform is mediated by p53 in response to DNA injury with the pro-
tein inhibiting mitosis by sequestering the cdc2-cyclin B1 complex
in the cytoplasm and inhibiting its nuclear localisation (Hermeking
et al., 1997; Chan et al., 1999). Both up-regulation of 14-3-3 o
expression (Shoji et al., 1994; Villaret et al., 2000; Guweidhi
et al., 2004; Perathoner et al., 2005; Qi et al., 2005; Neupane and
Korc, 2008; Wang et al., 2008) and down-regulation (Iwata et al.,
2000; Vercoutter-Edouart et al., 2001; Lodygin et al., 2004; Moreira
et al., 2004; Uchida et al., 2004; Mhawech et al., 2005; Bhawal

* Corresponding author. Tel.: +34 928 451095.
E-mail address: asuarez@becarios.ulpgc.es (A. Sudrez-Bonnet).

1090-0233/$ - see front matter © 2010 Elsevier Ltd. All rights reserved.
doi:10.1016/.tvjl.2010.12.015

et al,, 2008) have been described in tumours (Qi et al., 2005; Wang
et al., 2008), and the protein also appears to specifically label epi-
thelial cells (ECs) in normal canine tissue (Suarez-Bonnet et al.,
2010).

In human breast cancer, 14-3-3 o is predominantly down-
regulated by CpG methylation (Ferguson et al., 2000; Umbricht
et al., 2001; Jeronimo et al., 2008; Luo et al., 2009), and it has been
proposed that it acts as both a tumour suppressor and a prognostic
indicator (Simooka et al., 2004; Simpson et al., 2004). The protein is
also a useful marker of myoepithelial cells (MECs) in normal mam-
mary tissue as well as in benign and malignant breast tumours
(Simpson et al., 2004; Leibl et al., 2005).

Canine mammary tumours (CMT) are the most common neo-
plasm of the bitch with approximately 40-50% exhibiting meta-
static potential (Sorenmo, 2003). These tumours demonstrate
significant morphological heterogeneity and, in addition to ECs,
frequently present pleomorphic MECs (Misdorp et al., 1999). Given
such protean morphology, proteins in addition to putative tumour
suppressors, such as p63 and maspin, have been proposed as mark-
ers of MEC in both humans and dogs (Gama et al., 2003; Simpson
et al., 2004; Espinosa de los Monteros et al., 2005; Leibl et al.,
2005). Although there is no current consensus as to which is the
most specific and sensitive marker, p63 protein appears to be the
most reliable marker of MECs.

The objectives of this study were to examine the expression of
14-3-3 o protein in normal, dysplastic and neoplastic canine mam-
mary tissue, and to assess the capacity of this protein to act as
marker of MECs.

Journal (2011), doi:10.1016/j.tvjl.2010.12.015
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Materials and methods
Case selection

Eighty-two mammary tissue samples (4 normal; 16 and 62 exhibiting benign
and malignant neoplasms, respectively), obtained from 82 dogs at either surgery
or necropsy, were retrieved from the archives of the Institute of Animal Health at
The University of Las Palmas de Gran Canaria. All samples had been fixed in 10%
neutral buffered formalin and embedded in paraffin wax.

Haematoxylin and eosin stained sections were categorised by histopathological
examination by three veterinary pathologists (PH, FR and AE) according to the
World Health Organisation criteria (Misdorp et al., 1999). Normal and dysplastic
mammary tissue (including epitheliosis, adenosis and duct ectasia), were found
adjacent to neoplastic tissue in 49 and 23 of the samples, respectively (Table 1). Sec-
tions of lymph node were available for histopathological assessment in 19 dogs.

Immunohistochemical examinations

Tissue sections were labelled for 14-3-3 & protein using a murine monoclonal
antibody raised against recombinant 14-3-3 ¢ of human origin (clone 5D7, Santa
Cruz Biotechnology). Tissue sections, 4 mm thick, were placed on Vectabond-coated
slides (Sigma Diagnostics), de-paraffinated, rehydrated in a graded series of alcohol,
and incubated with 3% hydrogen peroxidase in methanol for 30 min. The sections
were then subjected to high-temperature antigen retrieval by placing in citrate buf-
fer (pH 6.2) in a water bath at 95 °C for 25 min.

After cooling, the slides were covered with 10% normal rabbit serum in PBS for
30 min before incubation with the primary antibody diluted 1:50 for 18 h at 4 °C.
The sections were then incubated with a 1:20 dilution of biotin-labelled rabbit
anti-mouse secondary antibody (Dako) for 30 min followed by avidin-biotin-per-
oxidase complex (Dako) for 1 h. DAB chromogen (Sigma Diagnostics) diluted 1:10
in 0.05 M Tris containing 0.3% hydrogen peroxide, was applied to the slides for 1-
2 min at 20-22 °C. Slides were then counterstained with Harris’s haematoxylin.
Use of normal human and canine skin samples and replacement of primary anti-
body with PBS, were used as positive and negative controls, respectively. Canine
skin, visible in 65 of the mammary tissue sections under test, served as internal po-
sitive controls (Suirez-Bonnet et al., 2010).

Positive labelling, as indicated by brown cytoplasmic staining, was indepen-
dently and semi-quantitatively scored by two of the authors (ASB and AE) by esti-
mating the percentage (1, <5%; 2, 5-25%; 3, 25-50%; 4, >50%) and staining intensity
(0, negative; +, weak; ++, moderate; +++, intense) of positive cells. A total score,
ranging from 0 to 12, was calculated from these two parameters. Any statistical

Table 1

significance in differences between the numbers of positively staining ECs and
MECs in normal, dysplastic and neoplastic mammary tissues was assessed using
the Mann-Whitney test and P < 0.05 was considered significant (Simpson et al.,
2004; Sitek et al., 2009). All statistical tests were carried out using the SPSS program
(version 12.0, SPSS Inc.).

Thirty-five samples that labelled positive for 14-3-3 ¢ were double-immuno-
stained according to the manufacturer’s protocol (EnVision Doublestain System,
Dako) to determine if these cells were MECs. In addition to the 14-3-3 & monoclo-
nal antibody, as used above, a p63 monoclonal antibody (clone 4A4, Santa Cruz
Biotechnology) at a 1:100 dilution was used. DAB was used as the chromogen for
14-3-3 o as above and fast red as the indicator for p63. Normal canine skin served
as a positive control for both antibodies. Negative controls were created by replac-
ing the primary antibodies in each case with PBS.

Western blotting

Homogenates of 12 of the mammary tumours (1 benign; 11 malignant) and of
two lymph nodes (one containing metastases and one without) were analysed by
Western blotting. Samples were homogenised in 0.1% Triton X-100 plus protease
inhibitors in 25 mM Tris (pH 7.5) using a dispersing instrument (Ultra Turrax, Rose
Scientific Ltd.) and cell debris was removed by centrifugation. The Bradford method
(BioRad) was used to determine protein concentrations. SDS-PAGE was used to ex-
tract 60-80 pg of proteins prior to gels being transferred to nitrocellulose mem-
branes (Pall Life Sciences). Protein transfer was confirmed by Ponceau Red
staining (Sigma Diagnostics). The membranes were then ‘blocked’ with 5% pow-
dered milk in Tris buffered saline Tween 20 (TBS-T) for 1 h at room temperature
and then incubated with anti-14-3-3 ¢ antibody (clone 5D7, Santa Cruz Biotechnol-
ogy) following the manufacturer’s instructions.

After rinsing in TBS-T, the membranes were incubated with the appropriate sec-
ondary antibody for 1 h at room temperature. Finally, the blots were rinsed and vis-
ualised using Immun-Star WesternC and BioRad Chemi-Doc imaging system
(BioRad).

Results
Immunohistochemical examinations

Table 1 summarises immunohistochemical labelling for 14-3-3
o protein in the mammary tissue samples analysed. The protein

Details of 14-3-3 o protein expression in epithelial and myoepithelial cells in normal, dysplastic and neoplastic canine mammary tissue.

Histological diagnosis No. of cases Intensity of immunolabelling Proportion of cells immunolabelling positively
- + ++ +++ 1 2 3 4
(<5%) (5-25%) (25-50%) (>50%)
Epithelial cells
Normal mammary gland 53 41 12 0 0 12 0 0 0
Mammary hyperplasia/dysplasia 23 15 4 3 1 4 2 2 0
Benign tumours
Simple adenoma 6 2 4 0 0 3 1
Complex adenoma 6 0 4 2 0 0 5 0
Fibroadenoma 4 4 0 0 0 0 0 0 0
Malignant tumours
Simple tubulopapillary carcinoma 18 3 4 7 4 1 3 7 4
Simple solid carcinoma 15 1 1 4 9 1 1 4 8
Complex carcinoma 15 3 8 3 1 7 1 3 1
Carcinoma in benign tumour 8 0 2 2 4 0 3 2 3
Carcinosarcoma 2 0 0 0 2 0 0 0 2
Anaplastic carcinoma 1 0 0 0 1 0 0 1 0
Lipid rich carcinoma 3 0 0 1 2 0 0 0 3
Myoepithelial cells
Normal mammary gland 53 0 0 53 0 0 0 53
Mammary hyperplasia/dysplasia 23 2 1 6 14 0 0 14 7
Benign tumours
Simple adenoma 6 0 1 5 0 1 2
Complex adenoma 6 0 1 2 3 1 4 0 1
Fibroadenoma 4 0 0 0 4 0 0 1 3
Malignant tumours
Simple tubulopapillary carcinoma 18 5 2 4 7 2 1 6 4
Simple solid carcinoma 15 9 5 0 1 6 0 0 0
Complex carcinoma 15 0 3 4 8 0 10 2 3
Carcinoma in benign tumour 8 0 4 3 1 1 5 2 0
Carcinosarcoma 2 0 0 0 2 1 1 0 0
Anaplastic carcinoma 1 1 0 0 0 0 0 0 0
Lipid rich carcinoma 3 1 0 1 1 2 0 0 0
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Fig. 1. Photomicrographs illustrating the immunohistochemical expression of 14-3-3 & protein in: (a) normal canine mammary gland with positive labelling of myoepithelial
cells (MECs) and no labelling of epithelial cells (ECs) adjacent to a glandular structure to the left of the image where ECs and MECs stain positively with intensity/proportion
scores of +/1 and +++/4, respectively (scale bar, 50 um); (b) a complex canine mammary adenoma with intense staining of fusiform MECs and where ECs and MECs have
intensity/proportion scores of +/2 and +++/4, respectively (scale bar, 100 um); (c) a simple canine tubulopapillary carcinoma exhibiting intense labelling of hypertrophic
MECs. ECs and MECs have intensity/proportion scores of —/0 and +++/4, respectively (scale bar, 50 pm); (d) a metastatic canine mammary tumour in a lymph node
demonstrating intense staining of the neoplastic cells. ECs and MECs have intensity/proportion scores of +++/4 and —/0, respectively (scale bar, 250 pm). Immunohisto-

chemical labelling with haematoxylin counterstain.

was observed in the cytoplasm of all peri-ductular and peri-acinar
MECs in normal mammary tissue. Isolated alveolar and ductular
ECs were also positive in 12 cases (Fig. 1a). No differences were
found in 14-3-3 c expression in mammary tissue from the dogs
that did not have tumours and in mammary tissue adjacent to
where lesions were observed. Dysplastic lesions, such as adenosis
and duct ectasia, exhibited 14-3-3 ¢ MEC immunostaining similar
to that of normal mammary tissue. In four cases of mammary epi-
theliosis there was moderate to intense cytoplasmic staining in
proliferating ECs. No labelling was detected in endothelial cells,
fibroblasts, myofibroblasts, adipocytes or neurons.

All benign mammary tumours demonstrated 14-3-3 G expres-
sion in normal, hypertrophic, fusiform, stellate and rounded forms
of MECs (Table 1 and Fig. 1b). The fusiform, stellate and rounded
MECs tended to have less intense cytoplasmic staining than the
other forms. In 10 cases (62%), varying proportions of ECs were po-
sitive with varying degrees of cytoplasmic staining. Positive label-
ling was detected in 60 (96%) of malignant tumours with positive
MECs and ECs found in 55 (88%) and 46 (74%) of these neoplasms,
respectively.

Positively staining MECs exhibited varying degrees of de-differ-
entiation (Fig. 1c) and occasional chondrocytes within tumours
were also 14-3-3 o positive. Increased numbers and intensity of
cytoplasmic labelling of luminal ECs was a feature of tubulopapil-
lary growths with subjacent, more intensely staining layers of
MECs. In simple tubulopapillary carcinomas, non-neoplastic areas
featured 14-3-3 o positive MECs, while adjacent neoplastic ECs
demonstrated moderate to intense staining. In most samples
where tumour infiltration was detected, ECs were positive and, in
general, cells undergoing mitosis exhibited moderate to intense
cytoplasmic immunolabelling. In only two malignant tumours
(one simple solid and one simple tubulopapillary carcinoma) were
no positively staining cells observed.

Vascular invasion was evident in 15 carcinomas: 4 simple
tubulopapillary; 8 simple solid; 2 lipid-rich, and 1 anaplastic.

Individual or groups (solid nests and tubular structures) of
neoplastic cells were detected in lymphatics. Unequivocal 14-3-3
o labelling was observed in 14/15 of such tumours and no cell
staining was found in the remaining case. There was a significant
difference in the expression of 14-3-3 o between malignant MECs
and ECs (P < 0.001; Table 2). Metastases to regional lymph nodes
were detected in 13 carcinomas: 3 simple tubulopapillary; 6 sim-
ple solid; 2 lipid-rich; 1 anaplastic, and 1 complex. In 12 cases,
moderate to intense labelling was observed in the metastatic cells
(Fig. 1d) and when well differentiated (typically simple tubulopap-
illary growths), positive staining of both MECs and ECs could be
discerned, although immunolabelling of the MECs was more
intense.

Dual labelling for 14-3-3 ¢ and p63 was carried out in normal
mammary tissue (n=2), as well as in complex carcinomas
(n=7), simple tubulopapillary carcinomas (n = 7), simple solid car-
cinomas (n = 15), carcinomas in benign mixed tumours (n = 3) and
carcinosarcomas (n=1). Four cell types were identified based
on this double immunostaining protocol: 14-3-3 ¢ +/p63 + cells

Table 2

Details of statistical analysis of 14-3-3 o expression in epithelial (ECs) and
myoepithelial (MECs) cells in normal, dysplastic and neoplastic canine mammary
tissue. The mean + SD and median (P,5-P-5) semi-quantitative immunohistochemical
(IHC) scores are presented for MECs and ECs in each case. NMG, normal mammary
gland; MD, mammary dysplasia; BT, benign tumours; MT, malignant tumours.

Tissue sample IHC score — MECs IHC score - ECs P value

NMG 12+0 0.32+0.67 <0.001
12 (12-12) 0(0-1)

MD 79+3 1122 <0.001
9 (6-9) 0(0-2)

BT 83+4.1 14+1.7 <0.001
8 (4-12) 1(0-2)

MT 39+4 6.1+4.6 <0.001
3 (0-6) 6 (2-12)
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Fig. 2. Photomicrographs illustrating the immunohistochemical expression of both 14-3-3 & and p63 proteins in: (a) a simple canine tubulopapillary carcinoma where 14-3-
3 o +/p63 + myoepithelial cells (MECs) surround 14-3-3 ¢ —/p63 — epithelial cells (ECs) (scale bar, 50 pm); (b) a complex canine carcinoma demonstrating a region of 14-3-3
o +/p63 + spindle- and stellate-shaped MECs (thick arrows). 14-3-3 ¢ —/p63 — cells also noted (thin arrows) (scale bar, 50 um); (c) an anaplastic carcinomatous area in a
canine mammary tumour surrounding entrapped ductal structures. All infiltrating neoplastic cells are 14-3-3 ¢ +/p63 — ECs. Concomitant 14-3-3 ¢ and p63 expression is
observed in the central glandular structures (scale bar, 100 um); (d) a simple solid canine carcinoma where abundant 14-3-3 ¢ +/p63 + cells indicates it is of myoepithelial
origin. 14-3-3 ¢ +/p63 — cells are also observed (scale bar, 50 pm). Cytoplasmic labelling for 14-3-3 o protein is brown and nuclear p63 staining is red. Immunohistochemical

labelling with haematoxylin counterstain.

(+/+); 14-3-3 o +/p63 — cells (+/-); 14-3-3 o —[p63 + cells (—/+);
and 14-3-3 ¢ —[p63 — cells (—/-).

In normal mammary tissue, +/+ cells corresponded to MECs sur-
rounding alveoli and ducts, while ECs and mesenchymal cells were
—/—. In three simple tubulopapillary carcinomas, +/+ cells formed a
monolayer around neoplastic —/— ECs (Fig. 2a). The remaining four
simple tubulopapillary tumours and all of the complex carcinomas
demonstrated three cell populations: +/+ MECs, +/— and —/— cells
(Fig. 2b and c). The latter two cell types were identified morpholog-
ically as either ECs or MECs. Carcinomas within benign tumours
exhibited the same three cell types and chondroblasts within tu-
mours were either +/—, —[+ or —/—. The carcinosarcoma examined
contained +/— cells in its carcinomatous regions and —/— cells sar-
comatous areas. A diffuse population of +/+ cells was observed in 9/
15 simple solid carcinomas (Fig. 2d), while the six remaining cases
contained a diffuse, homogeneous population of +/— cells. In eight
cases where lymphatic and/or vascular invasion was noted, neo-
plastic emboli consisted predominantly of +/— cells with occa-
sional isolated +/+ cells.

Western blotting

The anti-human 14-3-3 ¢ monoclonal antibody recognised the
30 kDa polypeptide in all of the canine mammary tumours and in
the single lymph node sample containing a metastasis that was
examined (Fig. 1d). No immunolabelling was found in a lymph
node from a dog with a simple tubulopapillary carcinoma that
did not contain metastases (Fig. 3).

Discussion

Although the role of 14-3-3 & in human breast carcinoma has
been investigated (Prasad et al., 1992; Ferguson et al., 2000;
Umbricht et al., 2001; Vercoutter-Edouart et al., 2001; Simooka
et al,, 2004; Simpson et al., 2004; Leibl et al., 2005; Mhawech

T T2 T3 T4 T5 T6 T7 T8 T9 TI10 T11 Ti2 L1 L2
37 kD

1433 ¢
— T —— p—

25kD

Fig. 3. Western blot illustrating 14-3-3 o homogenates derived from canine
mammary tumours and a metastatic lesion within a draining lymph node. Protein
bands corresponding to 12 primary tumours (T1-T12) and the metastatic neoplasm
(L2) react positively with anti-human 14-3-3 ¢ monoclonal antibody. L2 corre-
sponds to the immunohistochemical sample shown in Fig. 1d. L1 represents lymph
node where no tumour was observed microscopically and was negative for 14-3-3
G protein.

et al., 2005; Moreira et al., 2005; Jeronimo et al., 2008; Martinez-
Galan et al., 2008; Luo et al., 2009), most of these studies have
focussed on the epigenetic silencing of the 14-3-3 o gene. Few
immunohistochemical studies have assessed if modifications in
14-3-3 o protein expression occur in neoplastic mammary tissue
(Simooka et al., 2004; Simpson et al.,, 2004; Mhawech et al,,
2005; Moreira et al., 2005), and, to the authors’ knowledge, this
is the first immunohistochemical study of this protein in canine
mammary tumours.

In the normal human mammary gland, 14-3-3 & protein has
been detected immunohistochemically in both MECs and ECs,
with cytoplasmic staining being typically more intense in the
former cell type (Simooka et al.,, 2004; Mhawech et al., 2005;
Moreira et al., 2005). The fact that Simpson et al. (2004) reported
that only MECs stained positively for this protein may reflect dif-
ferences in the immunohistochemical techniques and antibodies
used in that study. Our results support the findings of previous
studies in both humans and dogs indicating that 14-3-3 o protein
is particularly expressed by MECs in normal and dysplastic
mammary tissue, while ECs occasionally label positively for this
antigen (Mhawech et al, 2005; Moreira et al., 2005; Suarez-
Bonnet et al., 2010).
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We observed 14-3-3 o protein in 78 (97%) of the tumours
examined. Positive labelling was observed in the myoepithelium
of 100% of benign and 77% of malignant tumours, and in the ECs
of 62% of benign and of 88% of malignant neoplasms, respectively.
Our immunohistochemical findings were supported by Western
blotting in that all tissue samples containing primary tumours,
and the lymph node containing metastases, demonstrated intense
14-3-3 & expression. Furthermore, the identification of a specific
30 kDa protein band in the Western blots highlighted the degree
of cross-reactivity between the human and canine protein, justify-
ing the use of the monoclonal antibody in this study (Ramos-Vara
et al., 2008). In contrast to our results, the absence of 14-3-3 & has
been reported in a large percentage of human breast tumours
(Simooka et al., 2004; Simpson et al., 2004; Mhawech et al., 2005).

This discrepancy could be explained by the fact that most hu-
man breast carcinomas originate from luminal epithelial cells,
and consistently exhibit an epithelial phenotype in terms of their
expression of cytokeratin and other markers (Taylor-Papadimitriou
and Lane, 1987; Lakhani and O’Hare, 2001). Furthermore, where
14-3-3 o was not detected in human breast carcinomas, the con-
stituent ECs were used as controls (Prasad et al., 1992; Nacht
et al.,, 1999; Ferguson et al., 2000), were derived from cultures of
unsorted normal epithelium, and were predominantly myoepithe-
lial in phenotype (O’Hare et al., 1991; Page et al., 1999; DiRenzo
et al., 2002). Consequently, the expression of molecules preferen-
tially expressed in MECs appeared to be down-regulated in breast
carcinomas when compared to ECs.

Given that canine mammary tumours are frequently character-
ised by MEC proliferation (Misdorp et al., 1999), antigens preferen-
tially expressed in such cells do not appear to be down-regulated.
Other putative tumour suppressor genes, such as p63 and maspin,
are selectively expressed in mammary MECs and despite their
description as tumour suppressors, have been detected in 90%
(Gama et al., 2003) and 98% (Espinosa de los Monteros et al., 2005)
of canine mammary neoplasms, respectively. The frequently
reported absence of 14-3-3 & protein in human breast tumours
(Ferguson et al., 2000; Umbricht et al., 2001; Simooka et al., 2004;
Mhawech et al., 2005), has been questioned by Moreira et al.
(2005) who found that only 9/105 primary breast carcinomas
demonstrated reduced expression of this antigen. These contrasting
findings highlight the fact that the true role of this gene and its
protein product in human breast cancer remains to be elucidated.

The 14-3-3 o protein has been described as a valuable myoepi-
thelial marker in human mammary tissue (Simpson et al., 2004;
Leibl et al., 2005). In our study, double immunostaining of tissues
for 14-3-3 o and the MEC specific marker p63, confirmed that 14-
3-3 cisahighly sensitive marker of MECs since all p63 positive cells
were also positive for 14-3-3 ©. In nine simple solid carcinomas,
co-expression of 14-3-3 & and p63 indicated that the myoepithelial
component of these tumours was not always identified by routine
histopathology, as has previously been highlighted using various
MEC markers (Gama et al., 2003; Martin de las Mulas et al., 2004;
Espinosa de los Monteros et al., 2005).

In consequence, we recommend the inclusion of 14-3-3 o, in
the immunohistochemical investigation of both normal and neo-
plastic canine mammary tissues. Interestingly, there is conflicting
evidence as to whether or not the ANp63 isoform of p63 sup-
presses 14-3-3 o protein expression (Westfall et al., 2003; Moreira
et al., 2004, 2005). Although the antibody used in our study labels
both isoforms of p63, the distinct populations of cells identified by
double immunostaining, and the lack of +/+ chondroblasts could be
due to a specific p63 isoform as studies have demonstrated an
antagonistic interaction between the 14-3-3 o and p63 gene
products during cell differentiation (Sniezek et al., 2002). The
co-expression of ANp63 and 14-3-3 ¢ in canine mammary tissue
thus merits further investigation.

Our study has identified a neoplastic EC population that is
p63-negative but strongly expresses 14-3-3 & protein, clearly
indicating that 14-3-3 & is not an exclusive MEC marker. These find-
ings are inconsistent with the purported role of 14-3-3 G as a tumour
suppressor (Moreira et al., 2004), although deregulation of 14-3-3 &
expression has been observed in a wide variety of human cancers
with both reduced (Iwata et al.,, 2000; Vercoutter-Edouart et al.,
2001; Lodygin et al., 2004; Moreira et al., 2004; Uchida et al., 2004;
Mhawech et al., 2005; Bhawal et al., 2008) and elevated (Shoji
et al., 1994; Villaret et al., 2000; Guweidhi et al., 2004; Perathoner
et al., 2005; Qi et al., 2005; Neupane and Korc, 2008; Wang et al.,
2008) levels of 14-3-3 o expression. Furthermore, intense
expression of this protein was associated with mitotic figures and
with neoplastic infiltrations and emboli in our study.

A previous finding that supports our results is the fact that con-
comitant over-expression of epidermal growth factor receptor
(EGFR) and 14-3-3 © have been observed in human pancreatic can-
cer (Neupane and Korc, 2008). These authors linked 14-3-3 ¢ with
enhanced cell motility and a dramatic increase in epidermal
growth factor-stimulated invasiveness (Neupane and Korc, 2008).
Given that over-expression of EGFR has also been reported in ca-
nine mammary tumours (Gama et al., 2009), similar interaction
with 14-3-3 o may be a feature of this form of neoplasia in the dog.

The fact that 14-3-3 o is secreted into the extracellular milieu
suggests this protein may have a role in autocrine or paracrine sig-
nalling (Ghahary et al., 2004, 2005; Medina et al., 2007), a hypoth-
esis supported by the finding that, on its secretion by
keratinocytes, matrix metalloproteinase (MMP) expression is acti-
vated in dermal fibroblasts (Ghahary et al., 2004, 2005; Medina
et al., 2007). Moreover, fibroblasts treated with exogenous recom-
binant 14-3-3 o produce increased amounts of MMPs. Given the
ability of MMPs to degrade collagen and promote tumour invasion
in dogs (Hirayama et al., 2002), secreted 14-3-3 & may play a key
role in enhancing the spread of mammary neoplasms.

Conclusions

The findings of this study indicate that 14-3-3 o protein is pres-
ent in both normal and neoplastic canine mammary tissue, with
particular, albeit not exclusive, expression of this antigen in MECs.
Our results suggest 14-3-3 ¢ may have a role in enhancing the
invasive capacity of canine mammary tumours and we propose
that further investigation of this protein is merited as a potentially
novel prognostic biomarker and as a therapeutic target.
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The 14-3-3 o protein, also called stratifin, belongs to the highly conserved family of 14-3-3 acid proteins,
which are involved in the modulation of diverse signal transduction pathways. Loss of 14-3-3 & expres-

sion has been observed in several types of human cancers, suggesting that it may have a role as a tumour
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suppressor gene. The 14-3-3 o protein has been localised in normal human tissues exclusively in various
epithelial cell types. The aim of the study was to investigate the expression and the distribution pattern of
14-3-3 ¢ by immunohistochemical analysis in normal canine tissues. Immunohistochemical expression
of 14-3-3 o was demonstrated in several normal canine tissues with some minor differences of distribu-
tion pattern compared with human tissues. It appears that 14-3-3 o is a very specific epithelial cell mar-
ker in normal canine tissues.

© 2009 Elsevier Ltd. All rights reserved.

The 14-3-3 proteins are members of a family of highly con-
served, small, acid polypeptides of 28-33 kDa that are found in
all eukaryotic species (Hermeking, 2003). They have a crucial role
in a wide variety of cellular responses, including cell cycle progres-
sion, DNA damage checkpoints and apoptosis (Hermeking, 2003).
Of the seven isoforms, 14-3-3 o, also called stratifin, has been most
directly linked to tumour development (Hermeking, 2003; Lodygin
and Hermeking, 2006). It is a protein kinase-dependent activator of
tyrosine and tryptophan hydroxylase and endogenous inhibitor of
protein kinase C (Ichimura et al., 1988).

The 14-3-3 o protein is a cell regulator and causes G2/M arrest
by sequestering the cdc2-cyclin B1 complex in the cytoplasm and
preventing its nuclear localisation, which is required for progres-
sion through mitosis (Chan et al., 1999). Furthermore, 14-3-3 ©
has been shown to bind to G1-specific cyclin-dependent kinase 2
(cdk2), suggesting that it may also regulate G1/S progression (Lar-
onga et al., 2000). Loss of 14-3-3 & expression results in malignant
transformation in vitro and supports tumour formation in vivo,
suggesting a role as a tumour suppressor gene (Hermeking,
2003; Lodygin and Hermeking, 2006).

In spite of the ubiquitous distribution of most of the 14-3-3 iso-
forms, the expression of 14-3-3 o is restricted to epithelial cells
and increases during epithelial differentiation (Hermeking, 2003).
These findings prompted us to analyse the distribution of 14-3-3
G protein in normal canine tissues. So far and to the best of our

* Corresponding author. Tel.: +34 928 45 10 95; fax: +34 928 45 11 41.
E-mail address: asuarez@becarios.ulpgc.es (A. Sudrez-Bonnet).

1090-0233/$ - see front matter © 2009 Elsevier Ltd. All rights reserved.
doi:10.1016/j.tvjl.2009.05.014

knowledge, no previous assessment of 14-3-3 ¢ immunoexpres-
sion in canine tissues has been reported.

Normal canine tissues were obtained from four necropsy cases
(two males, two females). Both males and one female dog were
euthanased because of traffic accidents and had multiple fractures,
and the second female died during recovery following caesarean
surgery.

For the immunohistochemical study, tissue sections were de-
waxed in xylene, taken through ethanol, blocked for endogenous
peroxidase in methanol (10 min), and subjected to a high-temper-
ature antigen retrieval technique (3 min of pressure cooking in
citrate buffer pH 6.0). A goat polyclonal antibody specific for the
N-terminus of the 14-3-3 o isoform (N-14; Santa Cruz Biotechnol-
ogy; 1:60; 16 h at 4 °C) and the avidin-biotin-peroxidase complex
(Vector Laboratories) were employed (Simpson et al., 2004).
Human skin was used as positive control, whereas negative
controls were obtained by omitting the primary antibody.

The immunohistochemical results are summarised in Table 1.
14-3-3 o immunoreactive cells were found in different locations
including the epidermis (Fig. 1a), sebaceous glands (Fig. 1b), sali-
vary gland (Fig. 1¢), oesophagus (Fig. 1d), gall bladder (Fig. 2a), uri-
nary bladder (Fig. 2b), prostate gland (Fig. 2c), mammary gland
(Fig. 2d and e) and pancreatic islets (Fig. 2f). The expression was re-
stricted to cells of epithelial origin.

The 14-3-3 protein family acts as adaptors or ‘chaperone mole-
cules’, which are able to move freely from the cytoplasm to the nu-
cleus and vice versa, showing the dynamic role of these proteins in
normal cells (Muslin et al., 1996). So far, the most common func-
tion of 14-3-3 proteins appears to be sequestration of proteins in


mailto:asuarez@becarios.ulpgc.es
http://www.sciencedirect.com/science/journal/10900233
http://www.elsevier.com/locate/tvjl

Table 1
Expression of 14-3-3 ¢ in normal canine tissues.

Tissue

Cytoplasm®

Nuclei®

Skin
Epidermis/hair follicles
Sebaceous glands
Sebocytes
Reserve cells
Apocrine glands
Acini
Myoepithelium
Digestive system
Oral cavity (Squamous epithelium)
Salivary glands
Acini
Myoepithelium
Ducts
Esophagus
Surface epithelium
Glands
Stomach
Gastric pits
Corpus glands
Pyloric glands
Intestine
Surface epithelium
Mucosal crypts
Brunnefs glands
Liver
Hepatocytes
Bile ducts
Gall bladder
Pancreas
Acini
Ducts
Islet
Respiratory tract
Trachea
Pseudostratified ciliated columnar epithelium
Basal cells
Bronchi
Cylindrical ciliated epithelium
Basal cells
Alveolar epithelium
Glands
Urinary tract
Kidney
Ureter
Urinary bladder
Superficial cells
Basal cells
Urethra
Endocrine glands
Pituitary glands
Thyroid/parathyroid
Adrenal gland
Cortex
Medulla
Male genital
Seminiferous tubules
Excretory ducts
Epididymis
Prostate
Secretory cells
Ducts
Female genital
Ovary
Surface epithelium
Rete ovarii
Endometrium
Surface epithelium
Glands
Vagina (Squamous epithelium)
Mammary glands
Secretory cells”
Myoepithelium
Ducts

+H+

,/+
4+
+++

+H+

E =

e+
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Table 1 (continued)

Tissue Cytoplasm? Nuclei®

Nervous system

Cerebrum - -
Cerebelum - -
Ependymal cells - -

4 — = No stained cells; —/+ = solitary positive cells; + = faint reaction; ++ = med-
ium reaction; +++ = strong reaction.
b Lactating mammary gland, +; No-Lactating mammary gland, —/+.

the cytoplasm, leading to inhibition of their function (Hermeking,
2003). The 14-3-3 o protein is a recently recognised tumour sup-
pressor (Hermeking, 2003; Lodygin and Hermeking, 2006), the
expression of which is down-regulated by CpG methylation in sev-
eral types of human cancer (Hermeking, 2003; Lodygin and Her-
meking, 2006). It is expressed in squamous epithelia in locations
such as periductal and periglandular cells of various glands, and
epithelial cells of the gastrointestinal tract, urinary tract and endo-
metrium (Nakajima et al., 2003). Our findings indicate that 14-3-3
G expression in normal canine tissues is generally similar to what
has been described in humans. However, some minor differences
in 14-3-3 & expression between human and canine normal tissues
were also observed.

In humans, the 14-3-3 & protein has been detected by immuno-
histochemistry within the cytoplasm and nuclei of various cell
types. Thus, strong immunoreactivity has been reported in the
cytoplasm of epithelial cells of the skin, tongue, oesophagus, tra-
chea, gall bladder, urinary bladder and cervix (Nakajima et al.,
2003; Mhawech et al., 2005). Furthermore, a weak nuclear immu-
noreactivity has been reported in the epithelium of the oesophagus
and tongue (Nakajima et al., 2003). In our study, canine skin, ton-
gue, trachea, gall bladder, ureter, urinary bladder, urethra and va-
gina showed a pattern of reaction similar to those described in
human tissues. However, the oesophageal epithelium showed a
weak cytoplasmic immunostaining with an intense nuclear reac-
tion in the basal cells.

In humans, 14-3-3 o expression has been described in renal
tubular epithelial cells (Nakajima et al., 2003; Mhawech et al.,
2005). In contrast, 14-3-3 o was apparently not expressed in ca-
nine kidneys. In the canine mammary gland, epithelial and myoep-
ithelial cells were 14-3-3 & positive with a predominant staining of
the myoepithelial cells. Recently, 14-3-3 ¢ has been proposed as a
novel and specific myoepithelial cell marker of the human mam-
mary gland (Simpson et al., 2004). In contrast, other authors have
described 14-3-3 ¢ immunoreaction within the cytoplasm of both
luminal and myoepithelial cells of ducts and lobules with a stron-
ger intensity in the myoepithelial cells (Simooka et al., 2004). Fur-
ther studies are necessary to elucidate the real role of this protein
in the canine mammary gland and its utility in the identification of
myoepithelial cells.

Endocrine glands in humans show a complete lack of 14-3-3 &
expression (Nakajima et al., 2003). In canine tissues, a moderate
and strong reaction was detected in the medulla of adrenal glands
and in pancreatic islets, respectively. In the canine salivary gland,
14-3-3 o was expressed in the simple cuboidal epithelium of ducts
and myoepithelial cells, but glandular cells were totally negative. In
human salivary glands, a similar pattern has been described with
the exception of glandular cells, which expressed 14-3-3 & at low
levels (Nakajima et al., 2003). In the human prostate, 14-3-3 G is ex-
pressed in periductal and periglandular cells (Nakajima et al., 2003)
and luminal cells (Nakajima et al., 2003; Mhawech et al., 2005). In
our study, no immunostaining was detected in periductal or peri-
glandular cells and the immunoreaction was localised within the
cytoplasm of both secretory and ductal cells with medium and in-
tense intensity, respectively.
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Fig. 1. Immunohistochemistry of 14-3-3 ¢ in normal canine tissues. (a) Skin. Strong reaction in all layers of the epidermis; bar = 50 pm. (b) Skin appendages. Note the strong
reaction in the reserve cells of the sebaceous glands (thin arrow) and in the cortex of hair follicles (arrow), and faint staining in sebaceous cells (asterisk); bar = 100 pm. (c)
Salivary gland. Epithelial cells of ducts (arrow) and myoepithelial cells (thin arrows) are homogeneously positives; bar = 50 pm. (d) Oesophagus. Epithelial cells show faint
reaction in the cytoplasm (asterisk) while nuclei are diffusely positive (thin arrow). Some nuclei of basal cells are negative (arrow); bar = 50 um. Avidin-biotin-peroxidase
complex counterstained with Harris’s haematoxylin.

\
“ ‘%
\& >
Fig. 2. Immunohistochemistry of 14-3-3 o in normal canine tissues. (a) Gall bladder. Cytoplasmic expression in columnar epithelial cells (arrows). Nuclei were all negative
(thin arrows); bar = 50 pm. (b) Urinary bladder. Cytoplasmic expression in basal and umbrella intermediate cells (arrow). Note the expression in various nuclei (thin arrow);
bar = 25 um. (c) Prostate gland. Cytoplasmic expression in ductal (arrow) and secretory cells (inset); bar = 50 pm. (d) Lactating mammary gland. Positive luminal epithelial
(arrows) and myoepithelial cells (thin arrows); bar = 50 um. (e) Non-lactating mammary gland. All the myoepithelial cells as well as sporadic and solitary luminal epithelial

cells stain positive (thin arrow); bar =50 um. (f) Adrenal gland. 14-3-3 o immunoreactive cells of the medulla; bar =100 um. Avidin-biotin-peroxidase complex
counterstained with Harris’s haematoxylin.
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Fig. 2. (continued)

Conclusions

The 14-3-3 o protein appears to be a specific epithelial cell
marker of normal canine tissues with some minor differences in
expression pattern compared to human tissues. Its expression by
several cell types in different tissues suggests that it is involved
in a variety of cellular processes in canine tissues. Like other epi-
thelial markers, 14-3-3 ¢ may have a potential use in the differen-
tial diagnosis of neoplastic lesions. In humans, the cell marker has
been proposed as a novel prognostic factor for cancer patients
(Simpson et al., 2004) and it would be interesting to evaluate the
expression of this protein in canine tumours also.
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