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CapÍtulo 1

INTRODUCCION Y OBJETIVOS

Introducción
Los tumores mamanosconstituyenlas neoplasiasde mayor incidencia en la

perra,puesseelevana 260 casosdecada100.000perrasno ovariectomizadas(Dom

y col., 1968); esto suponeuna frecuenciade aparición tres vecessuperior a la

observadaen la mujer (Schneider,1970).

Los tumores mamarios caninos (TMC) se han propuesto como modelo

comparativoparael estudiodel cáncerde mamaen la mujer por numerososautores

(Bostock, 1975; Dom y col., 1968; Hamilton, 1974; Misdorp y Hart,1976;Owen,

1979; Schneider, 1970; Strandberg, 1974), ya que estas neoplasiaspresentan

característicassimilares en ambasespecies.Así, por ejemplo, tanto en la mujer

comoen la perra,los tumoresse presentanen pacientesadultoso viejos, suelenser

de aparición espontánea,los principales factores conocidosque influyen en la

carcinogénesisson las hormonassexualesy no seha podidoestablecerunaetiología

vírica en ningunode los dos casos.Por otro lado, los tumoresepitelialesguardan

histológicamenteciertasimilitud.

Desde un punto de vista clínico, los tumoresmamarioscaninos tienen una

presentaciónmuy variable: desdepequeñosnódulos que no infiltran los tejidos

adyacentesy conun comportamientoaparentementebenigno,hastanódulosde gran

tamañacon signos evidentesde malignidad tales como ulceración, adherenciaa

planos profundos,afectaciónde los ganglios linfáticos regionales y, en último

extremo, presenciade metástasisdistales. Esta diversidad clínica de los TMC

prosigueensu evoluciónposteriorpues,aexcepciónde aquelloscasosconpresencia

de metástasisa distanciacuyo desenlacees previsible, resulta difícil predecirel

futuro comportamientode la mayoríade los tumoresya que suelenser detectados

en estadiosmásiniciales.

La ya mencionadavariabilidaden el comportamientobiológico de los TMC es

8



Capitulo ¡

posiblementeuna consecuenciade su complejidad histológica pues las células

tumoralespuedenprocederde cualquieradelos tres componentescelularespresentes

en la glándulamamaria:epitelial, micepitelialy mesenquimatoso(Hampey Misdorp,

1974).Existenescasosestudiosde seguimientoclínico en relaciónal tipo histológico

(Schneidery col., 1969; Bostock, 1975;Misdorp y Han, 1976; Brodeyy col., 1983;

Kurtzmany Gilbenson,1986) concluyéndoseque, aunqueel diagnósticohistológico

de los TMC resulta imprescindible,no es suficientepara el establecimientode

pronósticosmásprecisos.

Por ello, en los últimos añoshan aparecidonuevasinvestigacionesen los TMC

encaminadasa la consecuciónde nuevosfactorespronósticoy, másrecientemente,

de carcinogénesis.Los factores hormonaleshan sido los más estudiadoshastael

momento; según se ha demostrado tanto en estudios de toxicidad como

epidemiológicos,las hormonasováricasy muchosderivadosesteroidessintéticos

ejercenun papel fundamentalen la carcinogénesis(Rutteman, 1990); es un hecho

conocidoquela ovariectomíarealizadaa tempranaedades la medidapreventivamás

eficaz frente a estos tumores(Maulton y col., 1970; Misdorp, 1988; McEwen y

Withrow, 1989) y, por otra parte, los tumoreshormonodependientesgozan de un

mejor pronósticoen mujerespostmenopausicas(Chevalliery col., 1988).

Sin embargo,la carcinogénesises un procesomultifactorial en el que influyen

tanto factores intrínsecoscomoextrínsecosque, de un modo u otro, producenuna

alteraciónen el ADN celular, afectandoa la funcionalidadde determinadosgenes.

Este es un campo de creciente interés para los investigadores,coníleva el

conocimientode lasalteracionesdel cariotipo,e incluye, por ejemplo,el estudiode

ciertascaracterísticascelularesmedianteel análisiscon citometríade flujo. En los

últimos años, estatécnicaanalíticaha empezadoa ser empleadaen investigacióny

de forma rutinariaen Medicina Humanaparaconocerel contenidode ADN de las

células tumorales.Por el contrario, en Medicina Veterinariason muy escasoslos

trabajosqueestudianlas alteracionesdel ADN celulary concretamentesóloexisten

dosqueutilicen la citometríade flujo en el estudiodeTMC (Ruttemany col., 1988;

9



Capítulo 1

1-lelimén y col., 1988).

Dentro de los factoresextrínsecosque influyen en la carcinogénesisse incluyen

cienosfactoresambientalesquesonpotencialmentecarcinógenosy se encuentranen

el medioque nosrodea.Existe unahondapreocupaciónen la opiniónpública sobre

estetema,quehaoriginadola apariciónde investigacionesencaminadasadeterminar

qué factoresambientalesinfluyen en el procesode carcinogénesis;de ellas un gran

número tratan de esclarecerel papel de diversos elementosde la dieta en el

desarrollode cienostumoreshumanosy de animalesdeexperimentación,entreellos

los másestudiadosson los de mamay colon humanos(Alfin-Síater y Kritchevsky,

1991).

Es evidentequela determinaciónde aquelloscomponentesde la alimentaciónque

influyen positivao negativamenteen la carcinogénesis,revisteunagran importancia.

ya que se podría modificar su consumo evitando así un proceso inicia] de

carcinogénesis,o bien lograndoun enlentecimientode tumoresya aparecidos.

En la actualidad,existeuna gran controversiaa la horade establecerrelaciones

dieta-cáncer definitivas, debido en parte a la complejidad de los estudios

epidemiológicosen sí mismosy, en parte, a la falta de acuerdoentrelos resultados

obtenidospor los diversosgruposde investigacióntanto a nivel experimenta]como

epidemiológico.Asimismo,por un lado, unapartede la comunidadcientíficaopina

que los datosactualesno son hallazgoscomprobadosde manerainequívocay que,

en basea ellos, el establecimientode recomendacionesdietéticasseríaprematuro;

por otra lada,cienosgrupos de investigadoressostienenque, si tras la aplicación

de las recomendacionesdietéticasseconsiguierauna ligerareducciónde laselevadas

cifras de mortalidadpor cánceren los paísesindustrializados,estehechomerecería

en cualquiercaso la pena.

En Medicina Veterinaria son prácticamenteinexistenteslas investigaciones

enfocadasa determinarla influenciade la dietaen la carcinogénesisde los tumores

de los animalesde compañía(Sonnenscheiny col., 1991; Shofery col.,1989).

En el caso de la nutrición, los TMC tambiénsirvencomo modeloextrapolable

10



Capitulo 1

a los tumoresmamarioshumanos,debido fundamentalmentea que los animalesde

compañíaconviven estrechamentecon el hombrey que un gran númerode ellos

consumenen parteo en su totalidad los mismos alimentos que sus propietarios.

Ademásel estudioen la especiecaninapresentaun ventajaañadidaya que la dieta

del perro es mucho menosvariabley diversaque la del ser humano,lo que origina

queun estudioepidemiológicode estetipo entrañeuna menordificultad y por tanto

un menorerrorqueuno similar realizadoen la población humana.

En definitiva, la ausenciade conclusionesfiablesen los tumoresmamariosen la

especiehumanay sobretodo en la especiecaninaen los diversoscamposabordados

en estaintroducción,nos impulsaronaplantearnosestetrabajo. Nocabedud&deque

el hechode servir como modeloexperimentalpara la especiehumanale confierea

nuestrotrabajo una gran importancia. No obstante,desdenuestro punto de vista

veterinarioel enfoquehaciala especiecaninaesen síde gran interésal ser los TMC

una de las causasmás frecuentesde muertede los animalesde compañía.

Se trata, a grandesrasgos, de ofrecer mejores perspectivasen cuanto a la

prevención,control y posibilidadesterapéuticasdel cáncerasí comode calidad de

vida de nuestrosanimales.

El formato empleadoen este trabajo, difiere del tradicional de los trabajosde

Tesis Doctoralespresentadosen la UniversidadComplutensede Madrid, ya que

constade cuatro capítulosindependientes.El primero correspondea una revisión

bibliográfica y los tressiguientesconstituyenestudiosdiferentesy constana su vez

de apartados de introducción, material y métodos, resultados y discusión.

Finalmente,sepresentanlas principalesconclusionesde todo el estudio.El motivo

de presentaresta Tesis Doctoral con el mencionadoformato, aceptadopor la

UniversidadComplutensede Madrid, ha sido queseha realizadoen colaboración

concentrosde investigaciónholandesesy bajo la co-direcciónde investigadoresde

este país, por lo que hemostenido que homologar criterios de organizacióny

presentaciónde trabajosde TesisDoctoralesen ambospaíses.

11



Capítulo 1

En el presentetrabajo nos hemosplanteadola consecuciónde los siguientes

objetivos:

Objetivos

1. Realizar

tumores

un estudioclínico completode un númerosignificativo de perrascon

mamanos

2. Analizar el contenidode ADN de los tumoresmamariosobjeto de estetrabajo,

determinandoel Indice de ADN y la fracción de células en fase S mediante

citometriade flujo.

3. Relacionarlos resultadosobtenidosdel análisisdel ADN tumoral con diversos

aspectosclínicose histológicos.

4. Establecersi la alimentación y la obesidadinfluyen en la incidencia de las

neoplasiasmamariasen la perra.

5. Determinarel posibleefectode ciertosalimentosy componentesde la dieta en

la incidenciadelos tumoresmamarioscaninos:grasas,proteínasy carbohidratos.

6. Estudiarla posibleinfluenciade determinadosmicronutrientes(selenioy retinol)

asícomodel perfil de ácidosgrasosde tejidoadipososubcutáneoen la incidencia

de los tumoresmamarioscaninos.

12



Capftulo 1

REVISION BLBLIOGRAFICA

Incidencia de los tumoresmamariosen la especiecanina

Los tumoresmamariosconstituyenla neoplasiamásfrecuenteen la perra, con

una incidenciaanual de 260 de cada100.000perrasno ovariectomizadas(Dom y

col., 1968), siendoestaincidencia tresvecessuperiora la de la mujer (Schneider,

1970). En machos,la frecuenciade presentaciónesmuy baja, de O a 2’7% (Brodey

y col., 1983) y la edadmediadescritaen la literaturaes de l0’7 años, superiora la

de las hembras.En el hombre,la incidenciasuponeun 1 % de la frecuenciaconque

apareceen la mujer (Theilen y Madewell, 1987).

El riesgode apariciónde los tumoresempiezaa aumentara partir de los 6 años

de edad, siendo 10 años la edadmedia de mayor incidencia. Se han descrito los

perrosde caza como las razasde mayor riesgo (pointer, setter, spanielbreton y

labradorretriever)aunquese han observadoincidenciaselevadasen otrasrazasno

cazadoras(pastorde los pirineos, samoyedo,diversostipos de canichesy terriers).

Se consideranrazasde bajo riesgo el collie y los mestizos(McEwen y Withrow,

1989; Theileny Madewell, 1987).

Careinogénesismamada

1. Conceptode carcinogénesis

Antes de comenzara revisar la bibliografía existente sobre la etiología de los

TMC creemosconvenienteresumiralgunasnocionesbásicassobrela carcinogénesis

para facilitar la comprensiónde otros aspectosque posteriormentese tratarán en

profundidad.Paraello comenzamosdefiniendobrevementela carcinogénesiscomo

el resultadofinal de múltiples alteracionesgenéticasque originan un crecimiento

celularautónomoy sin control (Cairns, 1981).

La transformaciónneoplásicapuedeproducirsepornumerososagentestalescomo

sustanciasquímicas, energíaradianteo determinadosvirus (Cotran, 1990). A

13



Cap(tuio 1

continuaciónnos vamosa referir sólo al procesode carcinogénesisquímica,ya que

no existendatosconvincentesque avalenla panicipaciónde los otros dos gruposde

agentesmencionadosen la transformaciónmaligna de las células de la glándula

mamariade la mujer y de la perra (Theilen y Madewell, 1987).

La carcinogénesisquímica es un proceso multifactorial y dinámico que se

produceen generacionessucesivasde célulasquepasanpor múltiples estadios,los

cualessepuedenresumiren iniciación y provocación(Pitot, 1986).

Iniciación. Es un estadioen el que se produceuna alteración permanentee

irreversibledel ADN de las células diana, dandolugara las denominadascélulas

iniciadas. Los productosque “inician” el procesode carcinogénesisse denominan

carcinógenosiniciadores. Son compuestosaltamentereactivos que puedenactuar

sobre el AUN, el ARN o las proteínas celulares; parece ser que actúan

preferentementesobre el ADN ya que la mayoría de ellos poseen capacidad

mutagénica. Estos compuestos iniciadores pueden actuar de forma directa

(carcinógeno),o bien necesitaruna transformaciónmetabólicay actuara travésde

sus metabolitosactivos (procarcinógenos o carcinógenosindirectos). Además,

puedenactuarde formasinérgicacanla accióntransformadoradeotroscarcinógenos

(co-carcinógeno).

Provocación.Paraque la mutacióndel ADN que ha tenido lugar durante la

iniciación se exprese,es necesariala exposiciónposterior a otros carcinógenos

denominadosprovocadoreso promotores.Son compuestosno electrófilosque no

lesionanel AUN. Las alteracionesproducidaspor los promotoresson reversibles,

adiferenciade lasproducidaspor loscarcinógenos.Suacciónpareceserepigenética

lo que implica la expresiónalteradade la información genéticacontenidaen las

células(Cotran, 1990).

Estos dos procesosvan seguidasdel fenómenoconocido como progresión

tumoralque seproduceen el intervaloentrela transformacióny la detecciónclínica

del tumor y consisteen la aparición de múltiples subclones fenotípicamente

diferentessurgidospor mutacionesen las célulasya aberrantes,lo que les confiere

14



Capítulo 1

ciertascaracterísticasen su capacidadde infiltración, su velocidadde crecimiento,

su respuestaa las hormonasy susensibilidada los fármacosantineoplásicos(Foulds,

1975).

Las alteracionesdel AUN que tienen lugar en la iniciación y progresión

tumorales,puedenafectara determinadosgenescuya estructuray función resultan,

así, modificadas.Estosgenespuedenclasificarseen dos grupos: protoencogenesy

genes supresores.Los protooncogenes(presentesen las células normales) están

implicadosen el control del crecimientoo en la diferenciacióncelularesy cuando

sufrenmutacionestalescomosustitucionesde nucleótidos,delecciones.inserciones

o amplificacionesgenéticasentre otras, que actúende un modo dominante, se

transformanen oncogenesresponsablesde una proliferación celular excesivae

incorrecta. Los denominadosgenessupresoresdel cáncer,que en la célula normal

inhiben la proliferación celular, tras sufrir mutacionesde tipo recesivo quedan

inactivados,participandode este modo en la transformaciónmaligna (Weinberg,

1989).

2. Etiología de los tumores mamarios caninos

El procesode carcinogénesisen los tumoresmamarioscaninoshastadondese

conoce, se trata de unasecuenciade transformacionesde tipo químico, al ser los

factoresetiológicosde mayorimportancialosde tipo hormonal,siendolas hormonas

ováricaslas queejercenun papel fundamentalcomoagentesprovocadores<Tbeilen

y Madewell, 1987).Por ello, el riesgode apariciónde neoplasiamamariaen perras

quesonovariectomizadasantesde la aparicióndel primerceloquedareducidoa un

O’05% segúnalgunosautores(McEwen y Withrow, 1989)o bien a un 0’5% según

otros investigadores(Theilen y Madewell, 1987). Si la ovariectomíase realiza

despuésdel segundocelo,el riesgose reducea un 26%y si se llevaa cabodespués

de los dos añosy mediode edadel riesgode apariciónde tumoresde mamaapenas

disminuye(Theilen y Madewell, 1987). Además,segúnRutteman(1990),en este

último casodecrecesólo el riesgode apariciónde neoplasiasbenignas.No solo las
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hormonasendógenasinfluyen en la carcinogénesis,sino que éstadependetambién

de cienosesteroideshormonalesempleadosen la clínica veterinariapara evitar el

celo, tratar pseudogestaciones,o cubricionesno deseadas(Ruttemany col., 1988).

Algunos estudios han demostradoque el empleo combinado de estrógenosy

progestágenosfavorece la aparición de tumores malignos (Casey y col., 1979:

Conncannony col., 1981), y dosisbajaso moderadasde progestágenosel desarrollo

de neoplasiasbenignas(Rutteman,1990; Misdorp, 1988).

Al igual que ocurreen los tumoresmamariosde la especiehumana(Kallioniemi

y col., 1987; Chevalliery col., 1988), seha demostradola hormonodependenciade

los TMC, detectándosela presenciade receptoresde estrógenos,progesteronay

prolactina(McEewen y col., 1982; Mialot y col., 1982; D’Arville y Pierx-epoint,

1979). Dichos receptoreshormonalessuelenestarpresentesen mayor númeroen

glándulasnormalesy en neoplasiasbenignasque en tumoresmalignos y no están

presentesen las metástasis(Ruttemany col., 1986 y 1988).

Otro factor que ha sidoestudiadoen relacióncon la carcinogénesises el número

de gestaciones;en algunosestudiosclínicos se describeuna mayor incidenciade

TMC en perrasnulíparaso quehabíantenido pocoscachorrosen comparacióncon

perras que habían tenido camadasnumerosas(Strandberg,1974). Determinadas

alteracionescomocelos irregulares,presenciade quistes foliculares, cuerpo lúteo

persistente,hiperpiasia endometrial y pseudogestaciónno aumentan el riesgo

(Schneidery col., 1969) asícomotampocola edadal primer parto (Taylor y col.,

1976; Schneidery col., 1969).

Asimismo, el papel de las hormonashipofisariases confuso.Recientementese

ha comprobadoque los progestágenosinducen la producción de hormona del

crecimientoen la glándulamamariaen la perra (Selmany col., 1994) por lo que

actualmenteno se puede descartarun posible papel de esta hormona en la

carcinogénesismamaria. También se ha comprobado que los tratamientos

prolongadoscon acetato de medroxiprogesteronay progesteronaen la perra,

aumentanla incidencia de tumoresmamarios,originan cambiosacromegálicosy
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aumentanlos nivefrs sanguíneosde hormona de crecimiento (El Etreby y col.,

1980).Por todo ello algunosautores(Rutteman,1990) mantienenla hipótesisde que

la mayor secreciónde hormonade crecimiento inducidaen los tratamientoscon

progestágenosen la prácticaveterinariaejerceun efectodirectoen la carcinogénesis

mamaria independientementedel efecto de la progesterona.Sin embargo,se ha

observadoque los niveles sanguíneosde hormonadel crecimientoen perrascon

tumoresespontáneos,son similaresa los de perrassanas(Rutiemany col., 1989).

El papel de la prolactinatampocose ha esclarecido,aunquecabedestacarque esta

hormona, en otras especies,poseeuna acción mitógena en tumores (Manni y

Wright, 1985; Peyraty col., 1984) y que los receptoresde prolactinase encuentran

en menor medidaen tumoresque en tejido sano(Ruttemany col., 1988).

Parafinalizarestecapítuloreferentea la carcinogénesismamariacaninacreemos

convenientemencionarquealgunosautoreshanencontradopartículasretrovíricasen

tumores de mania en la perra (Watrach y col.,1978) y en la gata (Calafat y

col.,1977).Sinembargo,estoshallazgosparecenconstituirhechosaislados,pudieran

tratarsede virus transitoriosno responsablesde la enfermedady en generalno se

consideransuficientesparaestableceruna posibleetiologíavírica de dichostumores

(Iheilen y Madewell, 1987).

3. Carcinogénesisy contenido de ADN

3.1. Determinacióndel ADN celular mediante citometría de flujo

Comoya hemosseñalado,y de acuerdocon todos los autoresconsultados,el

hecho último que determina la aparición de las neoplasiasen el proceso de

carcinogénesises la alteraciónen mayor o menorgradodel AUN celular. Por ello,

el contenidode AUN de las célulastumoralesen la mayoríade los tumoressólidos

es anormaldebido a las alteracionescromosómicasque se producenduranteel

proceso de iniciación y/o progresión tumorales (Beerman, 1991) y puede

investigarsede diversasformas, entreellasla más utilizadaen la actualidades la

citometríade flujo.
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La citometría de flujo es una técnicaanalítica basadaen la medición de la

fluorescencia que emite una suspensión celular. Los tejidos a ana]izar son

disgregadosparaobteneruna suspensiónmonodispersaqueposteriormenteesteñida

con determinadosconjugadosfluorescentescon capacidadde unirse de manera

específicaa componentescelularescomoel AUN, el ARiN, o antígenoscelulares.

Los conjugadosempleadospara analizar el contenido de AUN se denominan

fluorocromosintercaladoresya queforman complejoscon la doblecadenade ADN

intercalándoseentre los pares de basesde la cadena.Los más empleadosson el.

yoduro de propidio (PI) y el bromurode etidio (EB) (Magdelénat,1991).

Una vez que las célulasen suspensiónestánteñidas,se hacenpasaren hileraen

forma de flujo laminarmientrasla fuentede luz (normalmenteláser) emiteun haz

sobre las panículasque son así registradasen el sistemadetectordel citómetro. La

información registradaesprocesadade varias formas, la quea nosotrosnosocupa

es la que ofrecelos datosen forma de histograinasde frecuenciade las células, y

almacenadaen un ordenador(Magdelénat,1991).

Los citómetrosde flujo permitenactualmenteun rangoamplio de posibilidades

analíticas, entre las que se incluyen el tamaño celular y nuclear, análisis

mitocondrial,análisisdel ARN y ADN, determinaciónde la estructuracromática,

de las proteínastotales, entreotros muchos(Myc, 1991). Mediantecitometríade

flujo podemosdetectarcambiosen la ploidía del ADN ya que permiteel análisisde

un gran númerode células,entre10.000y 20.000en unosminutos,permitiendola

detecciónde, al menos,una diferenciaen el contenidode AUN celularde un 40%

del AUN (Vindelov y col., 1983) lo que correspondeal contenidode ADN del

cromosomanúmerouno humano(Mendelsony col., 1973).

Sin embargo,estatécnicapresentael inconvenientedeno detectarlasalteraciones

cromosómicasestructuralespor lo un contenido normal de AUN no excluye la

existenciade alteracionescitogenéticas(Devilee y Cornelisse,1990). No obstante,

y a pesarde ser unatécnicacara,sofisticaday quenecesitapersonalespecializado,

es la másempleadaparala investigacióndel AUN en el cánceren todo el mundo.
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3.1.1. El contenido de ADN en relación al ciclo celular

El ciclo celular puededividirse en 5 fases: la faseG0 o fasede reposocelular,

la fase G1 o fasede producciónde enzimasnecesariaspara la síntesisde ADN y de

ARN, la fase5 o de duplicacióndel ADN, la faseG2 en la que tienelugar la síntesis

de ADN y de ARN, la formación del aparatomitótico y de proteínasnecesarias,y

la faseM de mitosis (Vielh y col, 1991).

El término ploidía hace referencia al número de cromosomaso cariotipo;

mientrasque el términoploidíadel AUN hacereferenciaal contenidode ADN que,

determinadomediantecitometríade fujo se expresaen términos de Indice de AUN

(Vielh y col., 1991).

Durantelas fasesG0 y G1 la célula poseeuna dotacióncromosómicahaploide,

esdecir un contenidode AUN en relacióna la ploidiade 2C. Durantela faseG, y

en ciertasfasesde la mitosis, la célulaposeedoblecantidadcromosómica,esdecir

un contenidode AUN de 4C, y durantela fase 5 la dotacióncromosómicaoscila

entre2C y 4C (Vielh y col, 1991).

Al analizarun tejido normal, encontraremosunadistribución de célulasque se

encuentranen lasdiferentesfasesdel ciclo celular.Un histogramaobtenidomediante

citometríade flujo nosofrecelas frecuenciasde distribuciónde las células segúnsu

contenidode AUN, esdecirel porcentajede célulasque seencuentranen cadauna

de estasfasescelulares(Vielh y col., 1991).

3.1.2. Determinación de la ploia del ADN en las neoplasias

Tras la publicaciónde variosestudiosrealizadosmediantecitometríade flujo en

distintos tumores, y en especialen cáncer de mama, fue necesario uniformar

criterios con respecto a las anomalíasde la ploidía del AUN, para facilitar su

clasificación. Así, en la Convenciónde 1984 de la Sociedad de Analítica se

establecieronlos conceptosbásicosen este sentido (Hiddemany col., 1984). Se

establecióqueel nivel de ploidía del AUN seexpresaríaen lo que se conocecomo

Indicede AUN o LA, definiéndoseéstecomola relaciónentreel contenidode ADN
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de la población de célulastumoralesque se encuentraen las fasesG0 y G~ (G03 y

el contenidode ADN de una poblacióncelular normalen faseG01 que es diploide

y que correspondea un contenidode 23 paresde cromosomasen la especiehumana

(Hiddemany col., 1984).

También seestablecieroncómo debíanrealizarselos controlesnecesariospara

verificar la población diploide en el histograma;se deben efectuarmediante la

adicióndel denominado“estándarinterno”, el cual hadeser una suspensiónnuclear

normalmentede glóbulos rojos de pollo o de truchade acuerdocon lo señalado

previamentepor Vindelov (1983).

Asimismoseacordóquelas poblacionescelularescuyosíndicesde AUN difieran

de 1.00 deben considerarseaneuploides. Dichas poblaciones aneuploides se

clasificaránen función del Indice de ADN.

Las alteraciones de la ploidía en una población celular pueden deberse

fundamentalmentea los siguientesmecanismos(Vielh y col., 1991): Segregaciones

cromosómicasincorrectas que den lugar a pérdidas o gananciascompletas de

cromosomas, recombinaciones estructurales que produzcan delecciones o

duplicacionescromosómicasy amplificacionesy endorreduplicacionesque originen

tetraploidía(Shackneyy col., 1989).

3.1.3. Determinaciónde la Fracei6nde Crecimiento

Fracción de Crecimiento (FC) se denomina a la proporción de células de un

tumor que seencuentra en el reservorio proliferativo, esdecir en las fasesG1, 5, G2

o M (Cotran, 1990). La FC puede determinarseempleandodiversos métodos

analíticos;entre otros, y como se ha realizadotradicionalmentese encuentranel

índicemitótica, la mediciónde la incorporaciónal AUN de precursoresespecíficos

como el análisis por autorradiografíade la incorporación de timidina tritiada

(Tubianay col., 1984; Meyer y col., 1986).

También empleandocitometríade flujo esposible calcular la FC mediantela

determinaciónde la fraccióndecélulasen fase5 del ciclo celular o 5-phasefraction
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(SPF). La fracción de células en fase5 representaunapequefiaproporción,ya que

normalmenteno superael 10% del númerototal de células.Parasu determinación,

es necesarioeliminar los artefactosque aparecenen el histogramadebidosa los

detritos celulares presentesen la muestra, bien por estar presentesen el propio

tumor o por ser secundariosal procesadode la muestra(Vielh y col.,1991).

Parael cálculo de la SPFpuedenemplearsesistemasmatemáticos,entreotros,

el modelo rectangularpropuestopor Baisch y col. (1975) en el que la fase 5

correspondeal áreade un rectángulotrazadosobreel histogramaentrela mitad del

pico ~ y la mitad del pico G2/M. Una variante del método anterior es el

trapezoidalpropuestopor el mismo autor (1982). Otrosmétodosempleadosson el

modelopropuestopor Barlogie y col. (1976) y el de distribuciónmúltiple de Fried

y col. (1976).

3.1.4. Interpretación de los resultados obtenidos mediante citometría de flujo

La obtención de resultados mediante la interpretación de los histogramas

requiere, ademásde experiencia, uniformidad de criterios entre los distintos

laboratorios, como hemos mencionado anteriormente. La dificultad de la

interpretación puedeagravarsepor la presenciade varios factores como, por

ejemplo, la autolisisquees una fuentepotencialde falsos picos aneuploidesen los

histogramasobtenidosde materialparafinado(Joensuuy col., 1990). Otro problema

es la presenciaen el histograniade picos excesivamenteanchos,lo que puedeser

debida a una mala preparación de la muestra o a la presenciade células con

diferentescontenidoscromosómicos(Shackneyy col., 1990).

Otra dificultad añadidaes la identificaciónde poblacionescelulareshipoploides,

sobre todo en muestrasincluidas en parafina(Beerman, 1991) y que son muy

importantes,ya que la pérdidade materialgenéticoseasociaa un incrementode la

progresióntumoral (Harris, 1988). Cuandoel material es frescoo congelado,el

reconocimientode las poblacioneshipoploidesse realiza medianteel empleo de

célulasdiploidesde referenciao estándarparaestablecerla posiciónde la población
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diploide, sin embargocuandolas muestrasestánincluidasen parafrnano se pueden

añadircélulasde referencia(Beerman,1991).

La calidadde las medicionesdepende,ademásde los factores mencionados,de

la calidad final de las células y así, por ejemplo, los detritos o agrupamientos

celulares,o bien los factoresmecánicoso bioquímicosqueocasionencariolisis o

cariorrexis,dan lugar auna absorcióndesigualdel fluorocromoque interfiere en la

resoluciónde los histogramas.Paravalorarla precisiónde los histogramasse utiliza

el denominadocoeficientede variación (CV) de los picosdel histograma(Vielh y

col., 1991).

3.2. Estudio del ADN con citometría de flujo de tumores mamarios en la

especiehumana.

Uno de los objetivosdel estudiodel AUN ha sido su posibleaplicacióncomo

factor pronósticoen tumoresmamarioshumanos,pero el análisis retrostectivode

muestrastumoralesarchivadasy conservadasen parafinano ha sido posiblehasta

que en 1983 Hedley y col, desarrollaronun método especial de digestión del

materialneoplásico.Ello haoriginadola apariciónde estudiosenfocadosa investigar

el valor pronósticode las alteracionesde la ploidía del AUN en pacientesque se

encontrabanbajó seguimientoclínico (Hedleyy col., 1987). Sin embargo,aunque

esteanálisisofreceresultadosinteresantes,presentaproblemassecundariosdebidos

a su menor capacidad de resolución,siendolos coeficientesde variaciónsuperiores

a los obtenidascon materialfresco{Kallioniemi y col.,1988).Además,en estetipo

de análisisresultamuy difícil determinarla SPF,quees una fracción de importante

valor pronóstico(Vindelovy col., 1990)y adecuadaparaevaluarla evoluciónclínica

de los pacientescon tumoresmamarios(Tubianay col., 1984; Silvestrini y col.,

1985; Meyer y col., 1986). Finalmente,no se ha llegado a una estandarización

internaadecuadapara estatécnica,por lo que los resultadosde los estudiosque la

empleanson contradictorios(Vindelov y col., 1990).

Por ello, esmásfiable el análisisde materialfrescoo congeladoen el queel
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procesadode la muestrase realizamedianteel métododescritopor Vindelov y col.

(1983) que consisteen la digestiónenzimáticacon tripsina y posterior tratamiento

con un detergenteno iónico, aunqueno permiteun estudioretrospectivode los casos

sino prospectivo(Vindetov y col., 1990; Ruttemany Cornelisse, 1991).

La mayoríade la bibliografíaconsultadaen estesentidocorrespondea estudios

prospectivosque demuestranque un 1 % de los tumores mamarios benignos

estudiadossonaneuploides,mientrasquelos tumoresmalignosmuestranporcentajes

de aneuploidíadel 70% (Christov y col., 1989; Cornelissey col., 1983; Moran y

col., 1984; Levack y col., 1987; Spyratosy col., 1987). Segúnotros autores,son

aneuploidesde 57% a 89% de los tumoresmalignosanalizados(Coulson y col,

1984; Baildam y col., 1987; Dowle y col., 1987; Hedley y col., 1987; Dresslery

col., 1988; Kallioniemi y col., 1988; Lykkesfeldty col., 1988;Clark y col., 1989).

Finalmente,en un trabajopublicadoen 1991 se revisan56 estudiosen estecampo,

comprobándosequela frecuenciade aneuploidíaen carcinomasmamarioshumanos

es de un 63% (Frierson,1991),

En dicho trabajode revisión, la frecuenciade distribuciónde los lA es de tipo

bimodaly no al azarobservándosela presenciade doszonasen el histogramaen las

quemásfrecuentementesesitúanlas poblacionescelularestumorales:la zonasituada

en los límites de la diploidía (LA de 1.00, con un rangode 0.96a 1.04) y la zona

hipotetraploide.En basea esta frecuenciase han propuestovarias teoríassobrela

evoluciónde la ploidía en los tumoresy seha descritoquesiguefundamentalmente

dos directrices:por un lada, unasegregacióncromosómicao disyunción mitótica

incorrecta sería el mecanismoque siguen los tumorescon un bajo grado de

aneuploidía(lA menor de 1.40), mientrasque el fenómenode tetraploidización

seguidode pérdidao gananciacromosómicaseríael quesiguenlos tumorescon un

grado elevado de aneuploidía (biperploides). Por otro lado, el fenómeno de

endorreduplicacióno fallo en la citoquinesispuedeoriginar una duplicacióndel

númerocromosómicooriginandopoblacionestetraploides(Jacobseny col., 1984;
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Ewers y col., 1984; Cornelissey col., 1984).

Shackneyy col. (1989) emplearonun modelocomputerizadopara estudiar la

evoluciónde la ploidía durantela progresióntumoral,basadoen la capacidadde las

células tumoralesde doblar espontáneamentesu dotación cromosómicay en la

inestabilidad citogenéticade las células con un excesivo número cromosómico,

demostrandoque los mecanismosmencionadosocasionananomalíasestructurales

cromosómicasque afectana genesimplicadosen el crecimientocelular. Tambiénse

confirmó que la presenciade aneuploidíasiempre se asociabaa] desarrollode

anomalíasen genesrelacionadoscon el control del crecimientocelular.

La proporción de células en fase 5 observadaen los estudiosrealizadosen

tumoresmamarioscon materialfrescoestácomprendidaentre 1 % y 40% del total

de la poblacióncelular, con un valor promedioentreel 5% y el 15% (Frierson,

1991). Los valores de SPF en los tumores aneuploidesson significativamente

superioresa los de tumoresdiploides. El valor promedio de SPF en tumores

aneuploidesoscila entre l0’3% y 12’O% y en diploides de 2’6% a 6% según los

diversos autores consultados(Dressler y col., 1988; Eskelinen y col., 1989;

Kallioniemi y col., 1988; Winchestery col., 1990).
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3.2.1. Relación con las variables clínicas

Aunquela mayoríade los estudiosmuestranla existenciade unaclaracorrelación

entrela presenciade aneuploidíay el aumentode tamañotumoral(Cornelissey col.,

1987; Dowle y col., 1987; Lewis y col., 1990) no todos han observadodicha

re]ación(Hed]eyy col., 1987; Kailioniemi y col., 1988).Asimismo,algunosautores

hanencontradouna relaciónsignificativaentrevaloreselevadosde SPFy de tamaño

tumoral (Eskelineny col., 1989; Visser y col, 1990), aunqueno todos los estudios

confirman la citadaasociación(Kallioniemi y col., 1988; Hedley y col., 1987).

Con respectoa la relaciónexistentecon la afectaciónganglionarlos resultados

tambiénson diversospuestoqueaunquela mayoríade los estudiosno encuentran

asociaciónentrela frecuenciadeapariciónde aneuploidiay la afectaciónganglionar

(Ewersy col., 1984; Cornelissey col., 1987; Dowle y col., 1987; del Bino y col.,

1989; McDivitt y col., 1986), otros autoreshanencontradounadiscretarelación

(Stal y col., 1989; Jacobseny col., 1984; Feitchery col., 1988; Dresslery col.,

1988) e inclusounamuy significativa relación(Hedleyy col., 1987; Kallioniemi y

col., 1988).

Asimismo, no sehan encontrado diferencias significativas en los valores de SPF

entre pacientescon afectación ganglionar y sin ella (McDivitt y col., 1986; Hedley

y col., 1987; Feitcher y col., 1988; Kallioniemi y col., 1988; Visscher y col., 1990;

O’reilly y col., 1990).Otrosautores(Dresslery col., 1988)han indicadoen tumores

diploides valores de SPF mayores en pacientes con afectación ganglionar que en

pacientes ganglio-negativos, aunque no señalan esta relación en los tumores

aneuploides.

Aunque se ha observado una mayor frecuencia de aneuploidía (Hedley y col.,

1987; Dressler y col., 1988; Visscher y col., 1990) y valores de SPF elevados

(McDivitt y col., 1986; Dressler y col., 1988; Visscher y col., 1990) en los tumores

con características indicativas de progresión tumoral como negatividad a receptores

de estrógenos y progesterona, la mayoría de los autores no han encontrado

correlaciones significativas (Frierson, 1991).
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3.2.2. Relacióncon las variableshistopatológicas

Diversos autoreshan encontradouna relaciónsignificativa entrela ploidía del

ADN y el tipo histológicotumoralde los tumoresmamarioshumanos(Taylor y col.,

1983; Kallioniemi y col., 1987; Feichtery col., 1988; Christov y col., 1989; del

Bino y col., 1989; Lewis y col., 1990; Keyhani-Rofaghay col., 1990), siendolos

carcinomasductalesy medulareslos másfrecuentementeaneuploides,mientrasque

los lobulares,tubularesy mucinososson másfrecuentementediploides.

En muy pocostrabajosse ha estudiadola relaciónentrela proporciónde células

en fase 5 y el tipo histológico. Se ha descrito que los carcinomastubularesy

mucinosospresentanun 3’1 96 a 4’3% del total de célulasen fase5, mientrasque

en carcinomas ductalesy lobulares este porcentajees de 48% a 74%. Los

carcinomasmedularespresentanel mayor valor de SPF,siendola mediade 7’8 a

13% (Moran y col., 1984; Feichtery col., 1988; Hatchecky col., 1989; McDivitt

y col., 1986).

3.3. Estudio del ADN con citometría de flujo de tumores en la especiecanina

Sonescasaslas investigacionesenfocadasal estudiodel ADN celularen el perro.

En el primerestudioencontradoen la literatura (Johnsony col., 1981) relativo al

contenido de ADN en tumoressólidos caninos(melanomas,sarcomasde tejidos

blandos,carcinomasmamarios,adenocarcinomasgastrointestinales,osteosarcomas

y hemangiopericitomas, entre otros) un 80% de los tumores analizados fueron

aneuploidescon un lA promediode 1.4. Los tumoresseclasificaronen función del

contenido de ADN en das grupos: tumores diplo-hiperpioldes, fundamentalmente

formadopor melanomasy sarcomasde tejidosblandosy tumorescon LA muchomas

divergentescomolos carcinomasmamariosy los condroy osteosarcomas.

Posteriormente,Helimén y col. (1988) y Ruttemany col. (1988) publicaronlos

resultadosobtenidosen tumoresmamarioscaninos,que resumimosacontinuación.

Helímén y col. (1988) trataron de determinar el valor diagnóstico de la ploidía

del ADN tumoral en relación al estudiohistológico y citológico y la progresión
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tumoral reflejada mediante la ploidía del ADN. Posteriormente,este grupo de

trabajo ha publicado los resultadossobre el valor pronósticode la ploidía en un

estudiode seguimientopostquirúrgicoen perrascon tumoresde mama(Helímén y

col., 1993). Seencontraronunosporcentajesde aneuploidíade 52% en los tumores

malignosy de 27% en los benignos.Los Indicesde ADN obtenidosse encontraron

en un rangoentre0.72 y 2.35. No seapreciaronrelacionessignificativasentre la

ploidía del ADN y otras variablesclfnicase histopatológicas.

En el trabajo de Ruttemany col. (1988) se estudiaron tumoresbenignos y

malignos(primarios y metasttticos),apareciendoaneuploidíaen un 61’8% de los

tumores malignos y en un 17’4% de los benignos. No existieron relaciones

significativasentrela ploidíadel ADN y ciertasvariablesclínicasehistopatológicas,

ni con la presenciao ausenciade receptoresde estrógenoy progesterona.Sí se

demostróquelos tumoresconunamayorcapacidadmetastásicaerananeuploidescon

mayor frecuencia,aunqueestatendenciano fué significativa.

En los tumoresmamarioscaninosseha observadoun mayornúmerode tumores

hipoploides(20’6%) superiora lo recogidoen la literaturaen el cáncerde mamaen

la mujer (O a 8%) (Helmény col, 1988; Ruttemany col., 1988).

Otro estudioen TMC recientementepublicado por Scanzianniy col. (1991),

muestraresultadosdiferentesa los anteriorespues la totalidad de los tumores

benignosfuerondiploidesy seobservóunarelación significativa entrela ploidía

tumoraly el estadiajeclínico. Probablementeestasdiferenciasse debenaqueen este

estudio el material empleadofue conservadoen parafina, a diferencia de los

anteriores en los que el material fue fresco o congelado.
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4. Influencia de la nutrición en la carcinogénesis

Existennumerosostrabajospublicadossobre la influenciade la nutrición en la

carcinogénesisde diversas neoplasiashumanastales como tumores mamarios,

pulmonares,cutáneose intestinalesentrelos másfrecuentes,ya queesteaspectode

la biologíatumoralha sidoobjetode investigacióndesdehacemásde cinco décadas.

Por ello la bibliografía encontradaes abundanteaunqueno existenconclusiones

definitivas respectoa la influencia de la nutrición en la carcinogénesismamaria

humana.Hemosde señalar,sin embargo,la ausenciade datosen la especiecanina

tanto en tumores mamarioscoma en el testo de las neoplasias. Este breve

comentariojustifica que la gran mayoríade las referenciascitadasen esteapanado

de la revisiónbibliográfica se refierena la especiehumana.

4.1. Métodosde estudiode las relacionesentre la nutrición y el cáncer

Las fuentesde datosque muestranla influenciade la dieta en la apariciónde

cáncer son los estudios epidemiológicas en el hombre y los experimentales en

animales. A continuación vamos a mencionar la bibliografía más relevante en este

sentidareferentea los tumoresmamarios.

4.1.1. Estudiosepidemiol6gicos

Existenprincipalmentecuatrotipos de estudiosepidemiológicos(Zaridie, 1985)

que resumimosa continuación.

Estudiosecológicos.Son estudiosde población que comparanla incidenciao los

índicesde mortalidadpor cáncerde diversaspaíses,o de diferentespoblaciones

dentrode un mismopaís,tratandode relacionarlasposiblesdiferenciasencontradas

conlos factorespotencialesde riesgoa estudiarcomo, por ejemplo, la obesidad,el

peso relativa en relación a la altura de los individuos, el consumo calórico, la

ingestade determinadosalimentos o de macronutrientes (grasa,proteínae hidratos

de carbono) y de micronutrientes.
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Estudioscaso-control.El grupo de individuosenfermosdenominado“grupo de

casos’ secompara,con respectoa los factorespotencialesde riesgo, con un grupo

libre de cáncerdenominado“grupo control’.

Estudioscohone.La condiciónquedebencumplir los individuosparaparticipar

en el estudioes la de no padecercáncer,por lo quesueletratarsede unapoblación

relativamentejoven; en este momento se toman los datos referentes a su

alimentación,pesocorporal,talla y demásfactoresa considerar.Posteriormente,y

durantevariosaños, se lleva a cabo un estudiode seguimientode los individuos,

registrándosela incidenciade cáncery/o la mortalidadpor estacausa.Finalmente

sevalorala influenciade los factoresconsideradossobrela posibleaparición,de la

enfermedadcancerosa.

Estudiosde intervención. Si los anterioresestudiosse encuadrandentrode los

denominadosde observación,en los que la dietade los individuosno se modifica,

los estudiosde intervenciónutilizan dietasdiseñadasde forma específicacon el fin

de comparara medio o largo plazo sus efectossobre la aparicióndel cánceren

personassanas,o bien en individuosde alto riesgo(con antecedentesfamiliares o

conpatologíastumoralesbenignas).Actualmente,seestánrealizandovariosestudios

de estetipo, la mayoríaenfocadosa valorarel efectoqueejercela disminucióndel

consumode grasaa un nivel del 15% del total de caloríasde la dieta(Boyd y col.;

1992; White y col, 1992; Coheny col, 1993).

Asimismo se encuadrancomo estudiosde intervenciónaquellos en los que a

partir de unapoblación de individuos cancerososse crean dos grupos: un grupo

control y un grupa de intervenciónen el que se modifica el factor de riesgo a

estudiar(Wynder y col., 1990).

En las investigacionesepidemiológicasen las que es necesarioconocer el

consumo de alimentos de los individuos (estudios caso- control y cohorte) se

requiereuna metodologíadeterminadaque permita conocerla exposicióna una

determinadadieta y a sus componentesconcretosy que refleje la ingestade los
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individuos duranteun largo tiempo, dado el prolongadoperiodo de latencia del

cáncer(Alfin-Síater y Kritchevsky, 1991).

Entre otros, los métodosmásfrecuentementeempleadoscon estefin son:

Diario de comidas. Los individuos deben anotar la cantidad y el tipo de

alimentosqueconsumenduranteun períodode tiempoquesueleserde una semana,

incluyendotodaslas comidasque realizanal día (Heady, 1961).

Entrevistassobre las ingestasde épocas pasadas(desde 5 hasta 20 años

anteriores)(Burke, 1947) o bien entrevistassobreingestasmásrecientes,esdecir,

a corto plazo (Beatony col., 1979).

Cuestionariosde frecuencia.En ellos se registrala frecuenciacon que los

individuosconsumenactualmenteun determinadanúmerode alimentosy permiten

examinarla asociaciónentrela frecuenciade consumode un determinadoalimento

o de nutrientesespecíficosy la apariciónde cáncer. El efecto de los nutrientes

específicospuede calcularse mediante una fórmula matemáticaen la que se

multiplica la frecuenciade consumode cadaalimentopor la cantidadde nutriente

quecontiene,sumándoseal final las aportacionesparacadanutrienteen los distintos

alimentos(Stefaniky Traulson,1962).

Aunque cadamétodo tiene sus ventajase inconvenientes,el cuestionariode

frecuenciade consumoes el másadecuadoparaemplearen estudiosa granescala

y segúnByersy col. (1983) lashábitosalimenticiosactualesson un buen indicador

de la dietaingeridaen el pasado.

La validezde este métodoquedaavaladaal considerarque sus resultadosse

correspondencan los de otros métodosmás precisos(Heady, 1961; Stefanik y

Troulson, 1962; Willett y col., 1985)y con determinadosindicadoresdel consumo

nutricional talescomo alfa tocoferol y carotenoidesplasmáticos(Willett y col.,

1983). Además,estetipo de cuestionariosofrecenresultadosmás fiablescuandose

trata de valorarel consumoen el pasado,ya queaunquelos hábitosalimenticios

hayan cambiadocon el tiempo, estasmodificacionesparecequeafectanmás a la

horade describirel consumoactual (Hislop y col., 1990).
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4.1.2. Estudios experimentales

Existen gran número de estudiosnutrición-cáncerrealizadoscon animales de

experimentación.Los más frecuentementeempleadossonel ratóny la rata, aunque

tambiénsehan empleadoel conejo,el cobaya,el cerdo y cienosprimates.Estos

modelosexperimentalessehan llevadoa cabocontumoresespontáneoseinducidos

químicamente,y en todo caso,susresultadosdebentomarsecon muchaprecaución

si seextrapolanal serhumano,ya queexistendiferenciasmetabólicasinterespecies.

Además,la extrapolaciónse haceprácticamenteimposiblesi consideramosque en

estetipo de experimentossesuelenutilizar dietasespecíficasmodificadasde forma

extrema,casi farmacológica(Alfin-Síater y Ktritchevsky, 1991).

4.2. Influencia de la nutrición en la carcinogénesismamaria en la especie

humana

4.2.1. Ingesta calórica, obesidad y conformación corporal en relación a la

carcinogénesismamarla

4.2.1.1. Ingesta calórica, obesidad, conformación corporal y carcinogénesis

mamada: estudiasepidemiológicos

Las posibles relaciones causa-efectoentre los hábitos de vida y el cáncer

comenzaron a estudiarse tras descubrirse que las áreas con mayor incidencia de

cáncerde maina sonEstados Unidas y Europa Occidental, mientras que la mayoría

de los paísesdel continente asiático tienen una menor frecuencia de presentación

(Armsfrong y DoIl, 1975).Casi todos los estudiosecológicosinternacionales en los

que se compara la ingesta de grasa per capda con la incidencia e índice de

mortalidad por cáncer de mama, han demostrado que existe una relación muy

importante entre el consumo calórico y los índices de mortalidad por este tipo de

cáncer (Armstrong y Doil, 1975; Hems, 1978; Gray y col., 1979).

En un estudioreciente de estetipo, en el que la mortalidad por cáncer de mama

en China fué comparada con la correspondienteen las Estados Unidos, dondees 3
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vecessuperiora la registradaen China, seha observadoqueson factoresde riesgo

el consumototal de lípidos, el de calorías,así como la altura de los individuos,

niveles elevados de colesterolemia, de lipoproteinas de baja densidad y de

apoproteinaA~ (Marshall y col., 1992).

Por otro lado, se ha observado que la incidencia del cáncer de mama no es

uniforme en la población de un mismo país (Rose, 1986). Las diferencias

encontradaspodríanserdebidasa diversidadesétnicas,económicaso religiosasque

implicaranun particularhábito de vida; asípor ejemplo, la incidenciade cáncerde

mamacomienzaa aumentara partir de la segundageneraciónen los emigrantes

japonesesde EstadosUnidos, lo que indica que se debeal estilo de vida de los

EstadosUnidos, diferentesin dudaal japonés,másquea un factor racial. Unade

las característicasmás destacadasdel estilo de vida americanoes el elevado

contenidograso de la dieta(Rose,1986).

También seha observadaen Finlandia, que las poblacionesrural y urbana tienen

distinta frecuencia de aparición de cáncer de mania, debido probablemente a los

diferenteshábitosalimenticiosexistentesentreambaspoblaciones(Teppo y col.,

1975).

Algunos autores opinan que la mayor incidencia de cáncer puede ser atribuida a

otros f~ctores secundariosy no exclusivamentea los hábitos alimenticios, ya que en

lospaísesmás industrializados no sólo la dieta esmásrica en grasasinoqueademás

la población es más sedentaria y con una menor necesidad energética que en los

paísesagrícolas menosindustrializados (Rowe, 1992).

Varios de los estudios epidemiológicos caso-control han investigado si el

consumo calórico constituye un factor de riesgo, encontrándose asociaciones

positivasentredietas hipercalóricas y elevadasincidenciasde cáncer (Nomura y col.,

1978; Shun-Zhangy col., 1990). Sin embargo, otros autores (Roban y col., 1990)

en un estudio con mujeres australianas que presentaban lesiones mamarias

proliferativas benignas no encontraron dicha asociaciónde forma clara.
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Debido a que el consumocalórico individual dependede muchas variables

(tamañocorporal, actividadfísica y eficiencia metabólica,entreotros), si este se

asociaa la incidencia neoplásicamamariatambiéndeberíaencontrarseuna cierta

asociacióncon dichas variables;así, Willett y Stampfer(1986) observaronque la

actividadfísica y la eficienciametabólicainfluían en el riesgode cáncer,mientras

que el tamañocorporal, unavez realizadoslos ajustessobreel consumocalórico,

no influía de forma determinante.

La relaciónentrela incidenciadel cáncerde manny la obesidadcomofactor

asociadoa los hábitos nutricionalesestá siendo tambiénobjeto de estudio. Los

resultadosobtenidoshastael momentosoncontradictoriosdebido, probablemente,

a que dependende la selecciónde controles,de la definición de sobrepesoy del

ajuste del pesocorporal con respectoa la altura (de Waard, 1982). Sirva como

ejemplopara ilustrar estacontroversialo quea continuaciónse señala:

Este mismo autor en un primer estudio observóen 1964 unamayor incidencia

en individuos obesos; en 1974, señaló una mayor incidencia en relación a la

obesidad y a la elevadaaltura de los individuos y tres añosdespués,comparando la

población holandesay la japonesa (de Waard y col., 1977) también encontraron

incidenciassuperioresen individuos altos y obesos.No obstante, al aplicar el índice

de Quetelet, definido como la relación entre el pesocorporal y la raíz cuadrada de

la altura, no pudieron confirmar sus resultados (de Waard y col., 1977).

Otros autores señalanque en individuos mayores de 50 años, la incidencia es

superior en los individuos obesosque en los delgadosy, sin embargo, no parecen

existir diferenciascon respectoa la altura (En y col., 1971). En esteúltimo aspecto

no existen resultados unánimes pues en otras investigaciones más recientes

(Hirayama y col., 1978; Kelsey y col., 1981; Vatten y Kvinnsland 1990) sí se ha

encontrado una relación positiva entre los pesoscorporales y alturaselevadasy la

incidenciatumoral mamaria. Asimismo, la relación es aún masevidenteal aplicar

el índice de Quetelet en pacientes postmenopáusicas(Paffenbarger y col., 1980;

Helmrich y col., 1983; Lubin y col., 1985).
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Posterioresestudiosepidemiológicoshanconfirmadoque la obesidadesun factor

de riesgode cáncerde mamaen mujerespostmenopáusicas(Ingram y col., 1991;

Rose y col., 1986; Kato y col., 1992>, señalándoseincluso que el riesgo está

también relacionadocon la conformacióncorporal de la grasade manera que la

distribución de la grasaa nivel central,abdominalprincipalmente,se asadaa un

aumentodel riesgo de cáncer, incluso independientementedel gradode obesidad

(Ballard-Barbash,1990).

Es sabidoquela conformacióndel depósitoadiposoen la mujer estáinfluida por

factoreshormonalespor lo que, el incrementode riesgosegúnla distribucióngrasa

probablementeseadebidoal aumentode los nivelesde estrógenometabólicamente

activo asociadoal acumulode grasaen estaszonas(Bruning, 1987).

Como hemosindicado, aunquela mayoríade las investigacionesrelacionan

claramentela obesidadconla incidenciade tumoresmamarios,no podemosolvidar

quealgunosautoresno hanencontradoestacorrelación(Stavrakyy Emmonds,1974;

Wyndery col., 1978; Soini, 1977). Otros, casi de maneraaccidental,observaron

incluso un mayor riesgo en mujerespremenopáusicascon un peso corporal bajo

(Kelsey y col., 1981). Willett y col. (1985) en un estudio cohorte en el que

participaron 120.000enfermerasencontraronuna relación inversaentre el peso

corporalrelativodeterminadomedianteel Indicede Quetelety el riesgoen mujeres

premenopáusicas;tambiéndesecharonla hipótesisde otrosautores(deWaard,1975;

Shcrmany col., 1981) de queunahipernutricióndurantela adolescenciaaumenta

el riesgode cáncerpremenoptusico.

Los mecanismospor los quela obesidad,esdecir el excesode tejido adiposo,

influye en la carcinogénesismamariahansidoobjetode diversasinvestigaciones,la

mayoríaenfocadasacomprendersu relaciónconlos factoreshormonales(de Waard,

1991).

Así, seha demostradoqueel tejido adiposoinfluye sobrelos nivelesy sobrela

disponibilidadde los estrógenos(Siiteri, 1987). Expondremos,a modo de síntesis,
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estosmecanismosque.son:

1) El tejido adiposopermite la síntesis de estrona,un estrógenoa partir de

androstenedionaal aumentarla actividad aromatasaen este tejido. (Vermuelen y

Verdonck, 1978)

2) El metabolismode los estrógenosen individuosobesosse desvíahacia la

reacciónde la 16 a hidroxilación, queactivala hormona,en lugarde producirsela

reacciónde la 2 a hidroxilación que la inactiva (Siiteri, 1987).

3) En los individuosobesos,la biodisponibilidadde los estrógenoses mayorque

en los delgados,al estardisminuidos en los primeros los niveles de la globulina

transportadorade hormonassexuales(DeMoory Joosens,1970). Por otro lado, se

ha observadoqueen individuoscon cáncerde mamalos niveles de estradiolno

ligado globulinaeransuperioresquelos de personascontroles;mientrasque no se

encontraron diferencias en los niveles hormonalescuando los individuos se

clasificaroncon respectoa su peso(Moore y col., 1982; Reedy col., 1983).

4.2.1.2. Ingestacalórica, obesidad, conformación corporal y carcinogénesis

mamaria: estudiosexperimentales

Los primeros trabajosexperimentalesdirigidos haciael estudiode la relación

entrela dieta y el desarrollo de tumores mamarios fueron los de Rous (1914),que

observóunamenorincidenciade tumoresespontáneosen ratonasmantenidascon una

restricción calórica en comparación con las mantenidas en un régimen de

alimentaciónatt Iibi¡wn. Posteriormente, Tannenbaum (1940)con tumores mamarios

inducidos, estudió los efectosde la alimentación,comparandola incidencia de

tumoresentreratonasalimentadosatt libirum conaquellassometidasa restricciones

calóricas y observóuna incidenciade tumoresde 30% y 7% respectivamenteen

ambosgrupos.

Estudiosposterioresconfirmaronestosresultados,destacandoque la incidencia

y el períodode latenciade los tumoresdependedel gradode restriccióncalórica y

de la composiciónde la dieta, yaquelas dietasricasen grasaaumentanla incidencia
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tumoral mamariaindependientementedel contenidocalórico total (Visschery col.,

1942; Tannembaum,1942, 1944 y 1945).

Durantelos20añossiguientes,serealizaronnumerosasinvestigacionesutilizando

diferentestipos de tumoresexperimentalesen roedores(White y col., 1944; Ross

y Bras, 1971 y 1973). White publicó unaamplia revisiónde la literatura hastael

momento(1961).

Más recientemente,otros autoreshan indicado los efectosde la restricción

calórica en la iniciación y promoción de numerosasneoplasiasmamarias y no

mamariasen roedores(Panza,1986y 1987; Albanes,1987).Actualmenteseacepta,

tras las investigacionesde Thompsony col. (1985)y Knitchevskyy col. (1986) que

los efectos de la grasa sobre la promoción en la carcinogénesismamaria

experimentalen roedoresdependendel consumocalórico, ya quepara que tenga

lugarel efectopromotoresnecesarioquelos animalesse mantenganen un sistema

de alimentacióncid libitwn queasegureun determinadonivel de consumocalórico.

Trabajosposteriorescontumoresmamariosinducidoscon7,12 dimetilbenzantraceno

(UMBA) (Beth y col., 1987)y con 3-metilnitrosourea(MNU) (Coheny col., 1988)

en la rata confirmanestepunto.

4.2.2. Nutrientesespecificasenrelacióna la carcinogénesismamaria

4.2.2.1. Contenidolipídico en relacióna la carcinogénesismamaria

Dadala importanciade la dieta comofactor de riesgode los tumoresmamarios

y de otras neoplasias,la AcademiaNacional de las Cienciasde EstadosUnidos

(NAS) hizo público en 1980un documentoen el quese recopilabala literatura más

importantesobre el temaconcluyéndoseque los datosobtenidoshastala fecha no

eran suficientesparaestablecerciertasrecomendacionesdietéticas(NAS, 1980).

Dosañosmástarde,la citadaAcademiapublicóotro informe en el quejuntocon

unaextensarevisiónde la literatura, unadescripciónde los mecanismosconocidos

de carcinogénesisy las implicacionesde la dietaen los mismos,seestablecíanunas

recomendacionesdietéticas,fundamentalmentereferentesal contenidoen grasay
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fibra de la dietapara la prevencióndel cáncer(NAS, 1982).

Lasdiferenciasentreambosdocumentosgeneraronciertaconfusiónen la opinión

públicaamericanay controversiaen la comunidadcientíficapor lo que sepublicaron

posteriormenteotrasrecomendaciones,entreellas, la recientementeestablecidapor

el Comité de Salud y Dieta del National ResearchCouncil de EstadosUnidos de

reducir el consumode grasasaturadaa un 10% o menosde las caloríastotalesde

la dieta si se quieren prevenir las enfermedadescardiovascularesy el cáncer

(National ResearchCouncil, 1989).

SegúnCarroll (1992)la mayoríade los estudiosepidemiológicos,quesuelenser

internacionalesal compararpoblacionesde diversospaíses,y casi todos los estudios

experimentales,afirman la existenciade unacorrelatión positivaentreel consumo

de grasa y el riesgo de cáncer de mama. Por el contrario, los estudios

epidemiológicoscaso-controly cohorte, que se basanen grupos de poblaciones

menoresy homogéneas,muestranresultadoscontradictorios. Además, en ellos

resultadifícil la valoracióndel consumode grasade los individuos.

El estudiodel contenido lipídico de la dieta en relación a la carcinogénesis

mamariaseha enfocadoen dos vertientes,por un ladoseha estudiadoel contenido

grasototal y por otroel tipo degasa.Porello, señalamosla bibliografíaencontrada

referente al contenidoy al tipo de grasade la dietade forma separada.

4.2.2.1.1. Lípidos y carcinogénesismamaria: estudiasepidemiol6gicos

4.2.2.1.1.1.Estudias epidemiológicossobre el contenido graso de la dieta

Tras unaminuciosarevisión, hemospodido constatarquede todos los estudios

epidemiológicosrealizados,los másnumerososson aquellos que determinanla

influenciade la grasaen la incidenciadel cáncerde mama.

Entre los primeros trabajosse encuentrael llevado a cabo por Phillips y col.

(1975)en el queseestudiarondietaspertenecientesa unapoblaciónde vegetarianos

en California.Los factoresde riesgoencontradosfueronel consumode alimentos

fritos, de productoslácteosexceptola lechey el de panblanco.Posteriormente,en
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un estudioepidemiológicocaso-controlrealizadoen Canadá,Miller y col. (1978)

observaronun mayor riesgoasociadoa ingestaselevadasde grasa.

Por otra parte, se ha tratadode relacionarla incidenciadel cáncerde mamaen

diferentespaísesy el consumode determinadosalimentos. En esta línea, Hems

(1978) encontró relacionessignificativas entre el consumototal de grasa y de

proteínay la incidenciaen 41 paísesestudiados.En un estudiorealizadoen Hawaii

(Kolonel y col., 1981) seapreciaronrelacionespositivasentreel consumode grasa

y la incidenciade tumoresmalignosde mamay de útero. Otro equipo investigador

(Lubin y col., 1981) observó,trasun estudiocaso-controlen Canadá,queel riesgo

relativo de cáncermamario aumentabacon el consumode grasa.

Por el contrario, posteriormenteen variosestudioscaso-controlrealizadosen el

áreadeNuevaYork (Grahain y col., 1982),Japón(Hirohatay col., 1985)y Hawaii

(Hirohatay col., 1987),no encontraronuna mayor incidencia asociadaal consumo

de grasa.

Comoquedareflejado en los párrafosanteriores,los resultadosde los estudios

epidemiológicos llevados a cabo durante estos años (1975 - 1987) no eran

coincidentesy justificaronla apariciónde un trabajode recopilaciónde los estudios

internacionales,nacionalesy regionalesmás importanteshastala fecha (Goodwiny

Boyd, 1987).En dicharevisiónseponede manifiestoquesietede los treceestudios

internacionalesevaluadosen los que se investigabael consumototal de grasa, la

relaciónconla incidenciade apariciónde cáncermamariofue positiva,mientrasque

en el restono seencontródichaasociación.En cinco delos sieteestudiosregionales

revisadossí seencontraronrelacionespositivas,aunquede 14 estudioscaso-control,

solamente uno de ellos mostró una relación positiva. Tras este estudio de

recopilación,la disparidaden los resultadoshacontinuado;sirvan comoejemplolos

trabajosquea continuaciónsecitan.

Así, diversos autoresno han señaladouna asociaciónsignificativa entre el

consumode grasay la incidenciade cáncerde mann(Rohany col., 1988; MilIs y

col., 1989; Knekt y col., 1990; Grahamy col., 1992).
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Por el contrario,en otrosestudiossí se ha encontradouna claraasociacióny así

seha observadoun menorriesgoen mujerescuya ingestagrasasuponíaun 28% del

total de caloríasqueen aquellasconingestadel 36% (Toniolo y col., 1989). Howe

y col. (1990) en un estudiocohorte, estudiaronel efecto de la grasaingeridaen

mujeres pre y postmenopáusicas,llegando a la conclusión de que la posible

asociaciónentreel consumode grasay el riesgode cáncerde mamaes débil. Pero

al realizarestos mismos autoresun análisiscombinadode los datos originalesde

doce estudios caso-control, separandolas mujeres pre y postmenopáusicas,

encontraronque el riesgo de cáncer mamario se relacionade forma directa y

estadísticamentesignificativa con la altura de los individuos en el grupo de

premenopáusicasy en el grupode postmenopáusicascon el peso,la ingestatotal de

caloríasy el consumototal de grasas.Estaúltima relaciónno se modificó después

del ajustedel análisiscon respectoa otras fuentesenergéticascomolas proteínasy

los hidratos de carbonode la dieta, concluyéndoseque si se llevara a cabo una

reducciónen el consumodegrasa,la proporcióndetumoresmalignosmamariosque

podrían evitaseseríaaproximadamentedel 24% en mujerespostmenopáusicasy del

16% en premenopáusicas.

Destacamoslos estudiosde Willett y col. (1992) y de Van den Brandt y col.

(1993),en los quedichosautores,aunqueno establecenuna asociaciónsignificativa

entre el consumo total de grasa y un aumento en la incidencia debido a la

metodologíaempleada,incluyen la posibilidad de queexista cierta relación muy

débil con la ingestagrasa.Tambiénconsideranimportanteel estudiodel consumo

durantela adolescencia,aunqueno establecenresultadosconcretosa esterespecto.

Asimismo,Kushi y col. (1992)coincidenconlos anterioresautoresal encontrar

una relación muy ligera entre el consumototal de grasa y ademásjustifican la

disparidaden los resultadosde los estudiosepidemiológicosal señalarquedependen

en gran medidadel método empleadopara el ajustedel consumocalórico. Para

demostrarlo,sometieronlos datosobtenidosal análisisde 4 métodosdiferentesque

son los utilizadospor los diversosautores.Dadala importanciaque la seleccióndel
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método de análisis ~onfierea la interpretación de los datos, exponemosa

continuaciónlos 4 sistemasmencionadosanteriormente:

A) Métodoestandardmultivariado,en el queel nutrienteaestudiar,en estecaso

la grasa,sevalora segúnla cantido4consumida/díay el consumoenergéticototal

se incluye en el análisisde regresióncomootro factor covariablemás.

B) Método residual,descritopor Willett y Stanipfer(1986), en el que el valor

del nutriente en estudioseobtienemedianteregresióna partir de la proporción de

dicho nutrienteen el total del consumoenergético.

C) Método de partición de la energía,dondela energíatotal se divide segúnsu

procedencia,esdecirde la grasay deotrasfuentesenergéticas(Howe y col., 1986).

D) Método de la densidadde los nutrientesen el que los datos para cada

nutrienteseobtienendividiendoel consumodecadanutrienteentreel consumototal

energético<Willett, 19%).

Kushi y col. (1992) confirmaronsus sospechasde queel métodoempleadoes

decisivo. Al emplearel método A, el consumoenergéticototal no influía en el

riesgode cáncermamario, mientrasquesí lo hacíanel consumode grasatotal y el

de grasapollinsaturada.Al emplearel métodoC el único factor queseasociabaal

riesgoerael consumototal degrasay al aplicarlos métodosB y D el consumototal

degrasapresentabaunaasociaciónconel riesgomuy débil o nula, respectivamente.

Ademis,resultacuriosoqueen las investigacionesen lasqueno se han encontrado

asociacionesentre el riesgo y determinados nutrientes, principalmente la grasa, se

emplearon los métodos B y D (Willett y col., 1987; Jonesy col,, 1987), mientras

que aquellasrealizadascon el A o el C (Howe y col., 1991) si encontraron

asociaciones.

A modo de síntesisdestacamosun estudioecológico que recogedatos de 30

paísesy que demuestraque el consumode grasa animal saturadase asocia de

maneraestadísticainentesignificativaala mortalidadpor cáncerdemamaen mujeres

mayoresde 50 años(Sasakiy col,, 1993).

Si analizamoscon minuciosidadtoda lo expuestoanteriormente esevidenteque
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la mayoríade los estudiosecológicosreferidosafirmanqueel consumode grasaes

factor de riesgo, mientrasqueun gran númerode estudioscohortesy caso-control

no llegan a la misma conclusión. Hay que tener en cuentaque los estudios

ecológicosdebenser consideradosmenosfiables que los cohortesy caso-control

(Schatzkiny col., 1989; Stephany Wald, 1990; Willett y col., 1992) ya que en los

primeros,el consumode grasaseobtiene de los datosnacionalesreferentesa la

produccióne importaciónde alimentos, lo queseconocecomo desaparición’de

alimentos,y no esprobablequecoincidaexactamentecon el consumoreal.

Otros autores (Goodwin y Boyd, 1987), han señaladoque en los estudios

epidemiolégicoscuyo rango de consumode grasa es pequeño, existe una débil

relacióncon el riesgode cáncer(Willett y col., 1987; Jonesy col., 1987; Robany

col., 1988; Knekt y col., 1990; Howe y col., 1990; Orahaniy col., 1991: Howe y

col., 1991), mientrasque en los estudiosde población internacionales,con una

mayorvariabilidaden el contenidograso,se ha observadouna clara relaciónentre

el consumode grasay el cáncer(Carroll, 1986; Goodwin y Boyd., 1987; Prentice

y col., 1988; Schatzkiny col., 1989; Prenticey col., 1990; Sasakiy col., 1993).

Además,estahipótesisexplica, en parte, el hechode que la gran mayoríade los

estudioscohorte(prospectivos)no encuentrenunaasociaciónsignificativa entrela

grasade la dietay el cáncerde mama(Hunterami Willett, 1993;Boyd et al., 1993).

Por último, cabeseñalarquesi la relaciónentrela grasade la dietay el cáncer

fuera real, ésta es muy pequeña,siendonecesariollevar a cabo másestudiosen

diversasáreasgeográficas,asícomoagrupary sintetizarlos resultadosde diferentes

estudiosprospectivosparavalorarla citadarelacióndeunaformacuantitativa(Kusbi

y col., 1992).

4.2.2.1.1.2.Estudiasepidemioldaicossobrediferentestipos de grasa

Los estudiosepidemiológicosque investiganel efectode los diferentestipos de

grasa sobre la incidencia de cáncer mamario también ofrecen resultados

contradictorioscomo mencionamosa continuación.
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En algunas investigaciones caso-control llevadas a cabo en mujeres

premenopáusicas(Miller y col,, 1978; Nomura y col., 1978) y postmenopáusicas

(1-lowe y col., 1990) se ha establecidouna clara relaciónentreel elevadoconsumo

de grasasaturaday una mayorincidenciade cáncermamario.

En esta misma línea se encuentrael trabajo de Brisson y col. (1989) que

determinaronquela ingestaelevadade grasasaturadaseasociaa un incrementode

las típicascaracterísticasmorfológicasmamográficasde alto riesgo,con posibilidad

de convenirseen neoplasias,mientrasqueel consumode grasapollinsaturadao de

colesterolno modifica la morfologíamamaria.

Peroen un estudiocaso-controlrealizadorecientementepor el National Health

and Nutrition SurveyEpidemiologicFollow-upStudy(NIHEFS) (Kritchevsky, 1992)

se ha encontradounarelacióninversaentrela grasasaturada,concretamenteácido

oleico, y la incidencia de cáncermamario e intestinal, lo quecoincide con otros

estudiossimilares(Jonesy col., 1987; Willett y col., 1987).

Tambiénen el estudiodel tipo de grasa,la metodologíaempleadaparecejugar

un papel crucial comolo demuestrael trabajode Willett y Stampfer(1986). Estos

autoressometieronlos datosdel estudioprevio de Howe y col. (1990),en el queen

12 estudioscaso-controlse relacionabala ingestiónde grasasaturadaen mujeres

postmenopáusicascon la aparición de cáncer mamario, a otro tipo de análisis

estadísticono encontrandola mencionadarelación.

Coincidiendo con dichos resultados,en otros estudios no han encontrado

relacionessignificativasentreconsumoselevadosde grasamonosaturada,saturada,

ácidos grasospoliinsaturadosni colesterol y la incidencia de cáncerde mama

(Grahamy col., 1982; Hirohatay col., 1987; Jonesy col., 1987, Willett y col.,

1987). Asimismo tampocose han encontradodiferenciasen la composiciónde los

ácidos grasos(incluyendoPUFA) de la grasacorporal de mujerescon cáncerde

mama,con lesionesproliferativasbenignasy sin ningúntipo de patologíamamaria

(Londony col., 1993).

El hechode queno sehayaseñaladounarelaciónsignificativaentreel consumo
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de grasasricas en ácidosgrasospoliinsaturadosy el riesgo de cáncerde mama, se

contradicencon lo obtenidoen la mayoríade los estudiosexperimentales(Carroll,

1992). Segúneste autor, dicha contradicciónpuededebersea que el contenidode

grasapoliinsaturadaen la dieta del hombreno superael límite necesariopara la

carcinogénesis,establecidoen un 4-5% en los estudiosexperimentales.Además,se

ha de teneren cuentaque en las dietas hiperlipídicasde los paísesoccidentales

predominanlos ácidosgrasossaturadosy monoinsaturados,aumentandosu contenido

a medida queaumentael contenidograso de la dieta, a diferenciade los ácidos

grasospoliinsaturados,cuyasproporcionesvarían muy poco de unasdietasa otras,

y no se relacionantan estrechamentecon el contenidolipídico tota] de la dieta,

hecho que puede influir en la ausenciade la relaciónmencionadaentre la grasa

poliinsaturadade la dieta y los índicesde mortalidadpor cáncer(Carroll, 1992).

Conrespectoala influenciade la colesterolemiaen la carcinogénesismamaria,

tampocolas investigacionesson coincidentes.Algunosestudioshan observadoque

los individuosconcáncerde mamallevabanunaalimentacióntendenteano producir

hipercolesterolemiaya queo bien consumíanbajascantidadesde grasasaturaday

colesterol,o bieneramayor la proporcióningeridade grasapoliinsaturada(Willett,

1989; Hursting y col., 1990; Vaneny Foss, 19%).

Otros autorestampocohan encontradouna asociaciónsignificativa entre los

nivelesdecolesterolemiay el riesgode neoplasiasmamarias(Malarkeyy col., 1977;

Hiattycol., 1982).

Sin embargo,Taioli y col. (1991) comparandola alimentacióndel Sur de Italia,

un áreadondese registraníndicesde mortalidadpor cáncerde mamabajos,con la

típica dieta de EstadosUnidos, un paíscon un alto riesgo de mortalidadpor esta

causa,han señaladoque la dieta italiana,esdecir, el consumode grasasaturaday

de ácido linoleico en escasacantidady un mayorconsumodegrasamonoinsaturada,

evita en ciertamedidala aparicióndecáncermamario.

Resultadossemejantesse indican en otros estudios(Bani y col., 1986; Dyer y

col., 1981; Wallacey col., 1982; Cowan y col., 1990) y coincidiendocon ello, se
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han detectadoincrementosen los niveles de colesteroltotal, de colesterolunido a

HDL (quecontienemenosdeun 25% de colesterol),de colesterolunidoa LDL (que

contieneun 70% de colesterol)y HDL total en laspacientescon cáncercon respecto

a los controles(Alexopoulusy col., 1987). AdemásSchatzkin y col. (1988) han

indicadoque los nivelesde colesterolunidoa VLDL (que en su mayoríaderiva de

triglicéridosendógenos)son menoresen los casosqueen los controles.

Por otro lado, se ha observadoquelos nivelesde colesterolson bajosdurantelos

cinco añosanterioresal diagnósticodel cáncer,lo cual podría indicar segúnCowan

y col. (1990) queel procesode carcinogénesisdisminuyelos nivelesde colesterol.

Potischmany col. (1991) tambiéndetectaronmenoresniveles de colesterol en los

casosde enfermedadmuy avanzadaapesardequela dietade los enfermoscontenía

más ácidosgrasossaturadosy menosácidos grasospoliinsaturadosque la de los

individuoscontroles.

Puestoque la vitamina E y otros carotenoidesse transportanmediantela LUL

y sus nivelescirculantesse relacionancon los del colesterol(Thumham, 1989),es

posiblequela relaciónobservadaentrelos nivelesbajosde colesterolemiay elevadas

incidenciasde cáncermamariosedebaal descensode los nivelesde vitamina E o

de otros carotenoides(Kritchevsky, 1992).

Actualmentesecreequecienosproductosdel metabolismodel colesterolafectan

a la replicacióndel ADN y a la proliferación celular, lo que sugiere que la

disminución del colesterolpuedeacelerarel crecimientode tumoresya existentes

(Kritchevsky, 1992).

SegúnKritchevsky (1992),la literaturareferentea la relaciónentreel riesgode

cáncery los niveles de colesterolemia,aunquees contradictoriaen ocasiones,

permite concluir que existe una asociación muy ligera entre niveles bajos de

colesterolemiay elevadasincidenciasdecáncerde mamay útero (Schatzkiny col.,

1987; Sherwin y col., 1987; Cowan y col., 1990; Stemmermany col., 1991),

aunqueen la mujer esta relación es menor que la observadaen el hombrecon

respectoal riesgode tumoresde próstata,pulmón y piel.
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Por último, cabedestacarel posible efectoprotectorde determinadosácidos

grasosprocedentesdel pescadofrentea la carcinogénesismamaria,y así, aunquelos

índicesde mortalidade incidenciade cáncermáselevadosseregistranen paísescon

grandesconsumosde grasa, existen excepcionescomo la de la población de

esquimalesnativos de Finlandia, cuya dieta es rica en grasa y sin embargola

incidenciatumoral es baja (Kromman y Green, 1980). Hay queseñalarquedicha

alimentaciónestáconstituidaprincipalmentepor pescadosy mamíferosacuáticosy,

por tanto, con un elevadocontenidoen ácidos grasospoliinsaturadosde la clase

omega-3(Bang y Dyerberg, 1980). Igualmente,Kaizer y col. (1989)han observado

que en Japón,dondeel consumode pescadoy de grasade pescadoeselevado,la

incidenciade tumoresmamariosesbaja (1989). Recientementese ha señaladoque

unadietaquecontengaaceitesde pescadoricos en acidosgrasosde la claseomega-3

o en susprecursores,junto con un buenequilibrio de PUPA de la claseomega-6,

puedenoriginar una mayor producciónde mediadoresantiinflamatoriosy ser asi

beneficiosos en enfermedadesautoinmunes y en el cáncer (Feniandes y

Venkatraman,1993).

4.2.2.1.2. Lípidos y careinogdnesismamaria:estudiosexperimentales

4.2.2.1.2.1 Estudiosexperimentalessobreel contenidograsode la dieta

Los trabajospionerosa nivel experimentalfueron los de Tannembaum(1942),

demostrandoque los tumores mamarios espontáneosse desarrollaban más

rapidamenteen ratonasalimentadascondietas ricasen grasaqueen las mantenidas

con dietaspobresen grasa.

A partirde entonces,sonnumerososlos trabajosquehandemostradola relación

existente entre el consumo de grasa y el desarrollo de tumores en roedores,

principalmenteen la rata y la ratona,comprobándosetantoen neoplasiasmamarias

espontáneascomoen las inducidasquímicamentecon DMIBA y MNU entreotros

carcinogenosquímicos.
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En la mayoríade los estudiosse han observadolos efectospotenciadoresde la

grasacuandoesta seadministrabadespuésde la iniciación tumoral, es decir, en la

promociónde la carcinogénesis;se han obtenidoefectossimilares en todos los

modelos tumorales empleados,por lo que se ha establecido que el efecto

carcinogenéticode la grasase produceen la fase de promocióntumoral (Cohen y

col., 1981; Davidson y Carroll, 1982; Ip e Ip, 1980; Thompson y col., 1985).

Algunosautoreshanencontradotambiénefectosen la fasede iniciación (Kritchevsky

y col., 1984).

Se ha demostradoque las dietas con un contenidograso elevadoaumentanla

incidenciay el númerode tumoresespontáneosen la ratona(Gridley y col., 1983;

Boeryd y Halígren,1986; Olson y col., 1987; Silvermany col,, 1989) y en la rata

(Brown, 1981),asícomode tumoresinducidosen la ratón (Canierony col., 1989),

en la rata (Carroll y Khor, 1970 y 1971, Carroll 1985; Davidsony Carroll, 1982;

Coheny col., 1982 y 1988; Alysworth y col., 1984 y 1986; Aksoy y col., 1987;

Bethy col., 1987; Klurfeld y col., 1989) y de tumorestranspíantablesen la ratona

(Hopkins y West, 1977; Giovarelli y col., 1980; Hubbardy col,, 1988).

Paralelamente,en numerososestudios se ha comprobado que las dietas

hipocalóricasinhiben o retrasanel desarrollode tumoresmamariosen roedores(IP

e Ip, 1980y 1990; Davidsony Carroll, 1982; Boissonneaulty col., 1986; Klurfeld

y col., 1987 y 1989; Coheny col., 1988; Kritchevsky y col., 1984; 1989). En el

última trabajocitadoseha observadoademásquela restriccióncalóricadisminuye

el crecimientotumoralen todaslas etapasde la carcinogénesisindependientemente

del contenidograsode la dieta.

La obtenciónde estosresultadosexperimentaleshizo queseavivara la polémica

sobre si el efectopromotorde la carcinogénesiseradebido al contenidograso o

calóricode la dieta. Klurfeld y col. (1989)demostraroncon tumoresinducidoscon

DMBA en la rata,queunadietaconbajocontenidograsopero hipercalóricainducía

la carcinogénesisen mayor gradoqueunadieta rica en grasapero hipocalóricay

coincidiendocon los resultadosprevios de Kritchevsky y col. (1984) y Thompson
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y col., (1985) en tumoresmamariosinducidosen ratascon MNU, no registraron

duranteel período de restricción del alimento diferencias significativas en la

incidenciatumoralni el númerode tumoresaparecidosen los animalesalimentados

con distintoscontenidosen grasa;sin embargo,durantela alimentaciónad lib irum,

se registraronmástumoresen los animalesalimentadoscon elevadoscontenidosde

grasa.

Sin embargo,otros autores(Chany col., 1977; Coheny col., 1984; Gammaly

col., 1967; Silverman y col., 1980; Welsch y DeHoog, 1988), empleandodietas

isocalóricascon diferentes proporcionesde grasa, señalanque la incidencia y

número de tumoreses superioren los animalesalimentadoscon dietas ricas en

grasa.

En los últimos añosse le ha conferido mayorimportanciaal contenidocalórico

que a la grasaen si, ya queel incrementocalórico quesuponeun aumentode la

grasaen la dieta,pareceserel responsableen la promocióntumoral,aunquetambién

influye el tipo de grasa(Welsch, 1992). Así, aunquelos nivelesde grasaelevados

incrementanconsiderablementela carcinogénesisen la rata, solamenteseproduce

esteefectoen alimentaciónad lib¡mm, y no cuandose reduceel consumocalórico

(Welschy col., 1990). Además,el contenidograso de la dieta no sólo influye de

forma cualitativa,sino tambiéncuantitativamentecomodemostraronCarroll y Khor

(1971)en tumoresinducidoscon DMBA en ratas,en los queun aumentode la grasa

ingerida de 10 veces la cantidad habitual (de 0’5% a 5%) no afectabaa la

incidencia,multiplicidad o latenciatumorales;un incrementode un 5% a un 10%

degrasaaumentabala incidenciaa un 22%, la multiplicidad a un 74% y reducíael

períodode latenciaen un 22%. Finalmente,un incrementode los nivelesde 10 a

205 vecesno ejercíanmayoresefectosque los anteriores.

Por último, comentamosel estudiode revisiónde Freedmany col. (1990)en el

queanalizanun grannúmerode experimentospublicados,afirmandoqueconsumos

elevadosde grasay de caloríasincrementande manenindependientela incidencia

de tumoresde mamaen la rata y la ratona.
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4.2.2.1.2.2.Estudiosexperimentalessobrediferentestipos de grasa

Existennumerososestudiosexperimentalesreferentesal tipo de grasaen relación

a la carcinogénesismamaria.Ciertosácidosgrasosinsaturadosderivadosde aceites

vegetalescomomaíz y girasol, producenun aumentode la carcinogénesismamaria

en la ratonay en la rata(Alysworth y col., 1984 y 1986; Boisseneaulty col., 1986;

Carroll y Khor, 1970; Carroll, 1985; Cartery col., 1983;Coheny col., 1984, 1986,

1987 y 1988; Davidsony Carroll, 1982; Hill y col., 1977; Hopkinsy West, 1979).

Especialmente,el contenidode ácidosgrasospoliinsaturados(‘ polyunsaturatedfatty

acids”, PUFA) es fundamentalparaquetengalugarel efectocarcinógeno(promotor)

de la grasay, por ello, los aceitescon un elevadocontenidoen PUFA aumentanla

carcinogénesisen mayor grado que los aceites ricos en ácidos grasossaturados

(Carroll y col., 1971 y 1979; Tinsley y col., 1981). De hecho, se ha comprobado

que paraque tengalugar el efectopromotor tumoralde la grasa,es necesarioque

ésta proporcioneun nivel mínimo de PUPA, del 4-5% del total de calorías que

proporcionala dieta debe provenir de ácidos grasospoliinsaturadosesenciales,

concretamentede ácido linoleico (Hopkinsy col., 1981; Ip y col., 1985; Carroll y

Noble, 1987; Thompson y col., 1985; Laselcan y col., 1990). Cuando este

requerimientosecumple,el efectopromotorde la carcinogénesisdependemásdel

contenidode grasaque del tipo, saturadao insaturada(Ip y col., 1985; Carroll y

Noble, 1987; Jacobsony col., 1988). El mecanismode acción del ácido linoleico

en la carcinogénesispareceser queradicaen la alteraciónde la funcionalidadde la

membranacelular, en la modificaciónde los sistemasinmune y hormonal, en la

alteraciónde las comunicacionesintercelularesy en la síntesisde prostaglandinas

(Welsch, 1987) y eicosanoicos(Rose y Connolly, 1993). En este sentido, se ha

comprobadoque la disponibilidad del ácido araquidónico (precursor de las

prostaglandinas)puedemodificarsesegúnlos niveles de ácido linoleico (Fisher y

col., 1992). Aunque cabe señalar que tomando como ejemplo el ácido oleico

derivado de los aceitesde oliva o de palma, los resultadosson contradictorios:

mientrasqueCarroll y col. (1971) observaronqueno ejercíaningúnefectosobrela
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incidencia de tumores,inducidos con DMBA en la rata (1971), otros autoresle

atribuyen un efecto inhibidor de la carcinogénesisde tumoresrnarnanosen ratas

inducidoscon NMU (Coheny col., 1986) y con DMBA (Lasekari y col., 1990) e

incluso se señalaque aumentala incidenciade tumoresinducidos en rata (Chan y

col., 1983).Welsch(1992) tratade aclararestadisparidadindicandoquees posible

quelas dietascuyaprincipal fuentede grasaes el aceitede oliva o el de palma, no

contengan la cantidad de ácido linoleico necesariapara el desarrollo de la

carcinogénesismamaria.

A diferencia de lo que ocurre con los ácidos grasos insaturadoscitados

anteriormente, en varios estudios se ha observado que los ácidos grasos

poliinsaturadosdel tipo omega-3(eicosapentanoicoy docosahexanoico),que forman

partede la grasade ciertos tipos de pescado,inhibenla carcinogénesismamariaen

tumoresinducidosen la rata (Carroll, 1985; Brandeny Carroll, 1986; Abou-el-ela

y col., 1988 y 1989), inducidosen la ratón (Camerony col., 1989) y transpíantables

en el ratón (Ericksony Thomas, 1985) y en la rata (Karma]i y col., 1984; Kort y

col., 1987). Recientementese ha comprobadoqueunadieta rica en PUFA de tipo

omega-3y pobreen PUFA de tipo omega-6(linoleico) inhibe el crecimientoy el

desarrollo de metástasis a partir de células tumorales mamarias de mujer

transplantadasa ratón atímico (Rosey Connolly, 1993).

Sin embargo,otros estudioshan encontradoun incrementoen la carcinogénesis

mamariaempleandoácidosgrasossaturados(Aksoy y col., 1987; Beth y col., 1987;

Chan y col., 1977; Coheny col., 1981 y 1982; Hoplcins y col., 1976 y 1981;

Rogers, 1983; Rogersy col., 1986; Sílvestery col., 1986); mientrasque otros han

mostradoqueestetipo de grasainhibeel desarrollode tumoresmamarios(Welsch,

1992), inhibición que desapareal suplementarcon ácidos grasos insaturados

(linoleico) (Welsch, 1992).

Algunos autoresopinan,sin embargo,queel efectodependede la cantidadde

energíanetautilizablemásquedela cantidado tipo de grasa(Klurfeld y col., 1987;

Thompsony col., 1985).
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4.2.2.2. Contenidfrproteicoen relacióna la carcinogénesismamaria

La influenciadel contenidoproteico en la carcinogénesismamariano ha sido

estudiadatan extensamentecomo la relaciónexistentecon otros nutrientes de la

dieta, entreotrosel contenidograso,el calóricoy el de cienosmicronutrientescomo

la vitaminaA o el selenio(NAS, 1982>.

Tal vez ello seadebido,en parte, a la dificultad que entrañael estudioen sí del

contenidoproteico,puestoquelos alimentosricos en proteínassuelencontenera su

vez elevadasproporcionesde grasa y kilocalorías, y son bajos en fibra. Ello

justifica, en parte,quelos estudiosepidemiológicosno hayanpodidoesclarecerhasta

el momentolos efectossobrela carcinogénesisdebidosexclusivamentea la proteína,

siendoparaello másválidos los estudiosexperimentales(Visek y Clinton, 1991).

4.2.2.2.1. Proteínasy carcinogénesismamaria:estudiosepidemiológicos

La primeraobservaciónimportantereferentea la proteínasedebea Armstrong

y Dalí (1975) al indicar que la incidenciade cáncerde mamaen diferentespaises

se relacionabadirectamentecon las cifras de “disponibilidad” de alimentosricos en

proteínas,en especialproteínasde origen animal, asícomode disponibilidad’ de

productosgrasos.

Tres añosdespuéssecompletóel informeanterioral señalarseque las tasasde

incidenciay mortalidadpor cáncerde mamasecorrelacionabancon el consumode

grasatotal, proteínay caloríasde origen animal,aunque,debidoa la asociacióntan

estrechaentreestoscomponentes,no sepudodeterminarsi las correlacioneseran

independientesentresí (Hemsy col., 1978). Posteriormente(Hemsy col., 1980),

establecieronque la relación resulta ser mucho mayor con la grasaque con la

proteínade la dieta.

Gasldll y col. (1979) observaronla existenciade unaasociaciónentrelas cifras

de ventasde productoslácteos,de caloríastotales,de grasas,de proteínas,de carne

de vacuno y de grasas de mesa (mantequilla o margarina) y la mortalidad e

incidenciade cáncerde mama, aunquedichas relacionesno fueron significativas
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despuésde incluir en el análisisotrasvariablesde riesgocomopor ejemplola edad

en la primeragestación.

En un estudioen el queseincluyó poblacióncaucasiana,japonesa,china, filipina

y hawaiana,se ha encontradouna correlación entreel riesgo y el consumodc

determinadostipos de gran, especialmentede origen animal así como con el

consumode proteínasdeorigenanimal (Kolonel y col., 1981).Otrasinvestigaciones

refierenasociacionesentreel consumode carnede vacunoy porcinoy el riesgode

cáncerde mama(Lubin y col., 1981; Talanfini y col., 1984; Hislop y col., 1986;

Lee y col., 1991).

Sin embargo,en dosestudioscaso-controlen los quese encontróasociaciónentre

el consumode grasay el riesgo, no se encontróningunarelacióncon respectoa la

proteína(Phillips, 1975, Miller y col., 1978)y Rohany col., (1990)han encontrado

sólo unaligera relaciónentreel riesgoy el consumode energía,proteínay grasa.

La mayoríade los estudiosepidemiológicossugiereque el consumode proteína

aumentael riesgode tumoresmamarios,aunqueno seha podidoestablecerhastala

fecha un efectoexclusivo de la proteína,independientedel consumocalóricototal,

del consumode grasao de productosanimales(Visek y Clinton, 1991).

4.2.2.2.2. Proteínasy carcinogénesismamaria:estudiosexperimentales

Lasestudiosexperimentalesencontradosen la literaturarespectoa la proteínaen

la dietahansidoescasosy conresultadascontradictorios,adiferenciade los quehan

investigadoel papel de la grasa y del consumocalórico. Ross y Brass (1973),

estudiandola prevalenciade tumoresmamariosespontáneosen la rata observaron

que la proteínano ejercíaningúnefectosobre la fasede promocióntumoral. Otros

autores, le atribuyen a la proteínaefectos potenciadoresde la carcinogénesis

mamaria(Hawrylewicz y col., 1982 y 1986). Clinton y col. (1979, 1986 y 1988)

comprobaronque al aumentarla proteína duranteel período de iniciación se

aumentabala incidencia; sinembargo,esteefectono seobservócuandoel contenido

proteico se modificó durante la fase de promoción tumoral, confirmando los
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resultadospreviamentedescritospor Rossy Brass(1973)

SegUnClinton y col. (1980) el efecto carcinogénicode la proteínaingeridaestá

relacionadocon el metabolismo del carcinógeno, ya que han descrito que al

aumentarel consumoproteico se incrementala actividad de enzimas hepáticas

(Clinton y col., 1980). Parece que las dietas hipoproteicas disminuyen la

detoxicación del carcinógeno (DMBA) hacia metabolitos sin actividad

carcinogenéticay aumentanla proporciónde aquellospotencialmentecarcinógenos

parael tejido mamario(Visek y Clinton, 1991).

Hawrylewicz (1986) ha demostradoque la disminucióndel contenidoproteico

ingerido, da lugar a un descensoen el crecimientoy, en consecuencia,a un menor

desarrollo de los conductosmamarios.Este autor señalaademásque las ratas

mantenidascon una dieta hipoproteica, hijas de madresque tuvieron la misma

alimentación,presentanunamenor incidenciade tumoresmamariosinducidoscon

DMBA, lo queatribuyea un retrasoen la maduraciónsexual,con la consiguiente

alteraciónde los niveleshormonalesy del desarrollomamario.

4.2.2.3. Contenidoen hidratasde carbonoen relación a la carcinogénesis

mamaña

La importanciade los hidratosde carbonoen la incidenciadel cáncerde mama

es mucho menor si se comparacon otros macronutrientescomo la grasa y la

proteína y queda reflejado en el escaso número de investigaciones tanto

epidemiológicascomoexperimentales(NAS, 1982).

Los hidratos de carbonode la dieta estánconstituidospor los denominados

hidratos de carbono solubles, entre otros, diversos monosacáridos(glucosa,

fructosa),disacáridos(lactosa,sacarosa)y polisacáridos(almidón)y lospolisacáridos

insolubleso no digestibles(celulosa),quepodríanconsiderarsecomola fibra de la

dieta (Alfin-Síater y Kritchevsky, 1991).

SegúnPaul y Southgate(1978) sedefine fibra como “la sumade polisacáridos

y lignina (polímero de alcoholesaromáticos,presenteen las plantas)que no son
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digeridospor el hombre” y cuyos componentesseclasifican segúnAlfin-Siater y

Kritchevsky (1991) en:

1. Fibra insoluble, que disminuyeel tiempodel tránsito intestinal y aumentael

volumende heces.

2. Fibra soluble, que enlenteceel vaciadogástrico.

3. Otroscomponentesdenominadoscomponentesmenoresde la fibra: cutinas,

cerasy ácido fítico.

4. Componentesrelacionadoscon la fibra, donde se encuentran algunos

azúcaresy proteínasresistentesa los enzimasdigestivosy los lignanos.

Aunque la fibra es un término que incluye estas sustanciasy, por tanto sus

propiedadesdependeránde la naturalezade estosconstituyentesy de su proporción

en la dieta, en los trabajos consultadosse habla de los efectos de la fibra

globalmentey en este sentido se ha demostradoque produce un aumentodel

volumendeheces,disminuyeel tiempodel tránsitointestinaly aumentala capacidad

de retenciónde aguade las heces(Shetty y Kurpad, 1986; Spiller y col., 1986).

Debido a su importancia, los estudios referentes a la fibra se señalan

separadamentede los del restode hidratosde carbono.

4.2.2.3.1. Hidratos de carbono y carcinogénesis mamaria: estudios

epiduniológicos

Puestoquela proporciónde hidratosde carbonoen la dietase relacionade una

formadirecta,aunqueligera, conlas caloríasy conel contenidoproteico, asícomo

de forma inversa con el contenido graso, es difícil esclarecersu efecto en la

carcinogénesisde forma individualizadade los otros componentes.Por ello, los

estudiosepiderniológicosinternacionalesdondeseobservancorrelacionesentre la

incidenciay mortalidadde tumoresmalignosde mamay de colon y la cantidadde

grasadisponibleparael consumo,muestrantambiénunaasociacióncon las calorías

y la proteína,mientrasquecon los hidratosde carbonola correlación suele ser

negativa (Alfin-Siater y Kritchevsky, 1991). Sin embargo, se han encontrado
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relacionespositivas eptre las tasas de incidencia y mortalidad y el consumode

azúcary negativasconel consumode carbohidratosmáscomplejos(Hemsy Stuart.

1975; Carroll, 1977; 1-lems, 1978, NAS, 1982).

Convieneseñalarque, al igual que sucedecon la gasa,el contenidoen azúcares

de la dietapuedeinfluir de forma indirectaen la incidenciaal aumentarel contenido

calóricode la dieta(Cumminggs,1986).

4.2.2.3.2. Fibray carcinogénesismamaria:estudiosepidemiológicos

Los estudiosepidemiológicosrevelanque los consumoselevadosde fibra y de

productosderivadosde cerealesse relacionancon un menor riesgo de cáx½cerde

mama(Kolonel y col., 1981; Lubin y col., 1986; Brissony col., 1989; Van’t Veer

y col., 1990).

Otrasinvestigacionesen las quesehancomparadolas incidenciasde cáncerentre

personasvegetarianasy omnívoras,han puestode manifiestoque los vegetarianos

presentanmenoresexcrecionesurinariasdeestrógenos,nivelesplasmáticosinferiores

de estronay estradiol, así como una disminución en el riesgo de apariciónde

neoplasiasmamarias(Goldin y col., 1981, 1986y 1988; Barbosay col., 1990; Arts

y col., 1991, Rosey col., 1991).

Una observacióninteresanteesque la población finlandesaconsumemás fibra

quela americana,mientrasque la relaciónconsumode grasaifibraes mayor en el

grupo de enfermos cancerososamericanos y de individuos no vegetarianos

americanos (casos y controles), que en el resto de la población finlandesa

(Alderkreutz y col., 1989). Posteriormente,se hanconfirmadoestos resultadosal

encontrarseuna relacióninversaentreel consumode cereales,y posiblementede

fibra, y el riesgode cáncer, aunqueno existió dicha relación con el consumode

vegetalesy frutas (Alderkreutz, 1990).

Dosfactoresprotectoresconocidosfrenteal riesgodepadecimientode cáncerde

mamason la menarquiaa una edadtardíay la primeragestacióna una edadjoven
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(menorde 20 años) (Staszewski, 1971), y se sabeque la menarquia,así comoel

desarrollamamario, puedenretrasarseen la mujer con una dieta rica en fibra,

especialmenteen fibra derivadade cereales(de Ridder y col., 1991).

Por último, unas de las característicasde la dieta occidental es su elevado

contenidoen grasay proteínay su escasezen fibra, y, puestoque se ha observado

que dichadietaseasociaa la presenciadenivelesplasmáticosde hormonassexuales

elevados,a nivelesde globulinastransportadorasde hormonassexualesreducidosy

a unamenorexcrecciónde estrógenosy lignanose isoflavonoides,se creeque estas

asociacionesson debidasa estascaracterísticasnutricionales (Alderkreutz y col.,

1992). Además, los dos componentesde la fibra mencionados, lignanos e

isoflavonoides,seasociana un menorriesgode cáncermamariocomo se demostró

anteriormente(Alderkreutz, 1990).

4.2.2.3.3. Hidratos de carbono y carcinogénesis mamaria: estudios

experimentales

En general,enlos estudiosexperimentalessehacomprobadoqueel efectode los

hidratosde carbonosobrela carcinogénesisesligero o nulo y además,en ocasiones,

los resultadosde estosestudiossondifíciles de interpretardebidoa queel diseñono

ha sidocuidadosocon respectoa la proporciónde carbohidratos,siendopor tanto

dudosossucontenidoy tipo en la ración delos animalesde los experimentos(Alfin-

Slatery Kritchevsky, 1991).

Posteriormente,se ha observado que la carcinogénesisen cienos modelos

experimentalesno se modifica en relacióna los diferentes tipos de hidratosde

carbono, por ejemplo, la incidenciade tumoresen ratón C3H/ HeJ no varió al

alimentara los animalescon dextrmna y sucrosarespectivamente(Gridley y col.,

1983).
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4.2.2.3.4. Fibra y carcinogénesis:estudiosexperimentales

La fibra quecontienenlas frutas y los vegetalesestácompuestaprincipalmente

por celulosa y pectina, componentesque pueden ser degradadosparcial o

completamentepor la flora intestinal y que, además,no se unen a hormonas

esteroides;por otro lado, la fibra de los cerealesestá compuestapor lignina y

hemicelulosaunidaa lignina, que no puedeser degradadapor la flora intestinal y

sí tiene la capacidadde unirse a los estrógenos(Arts y col., 1991) y a compuestos

carcinógenoscomoel DMBA (Gulliver y col., 1983).Además,los cerealespueden

aportardiez veces más cantidadde lignanoscomo enterodiol y enterolactonapor

gramoque los vegetalesy las frutas. Así, el salvadode trigo, la soja, la avenay la

linazacontienenunamayor proporción de lignina en su fibra, tienen capacidadde

unirsea los estrógenosconrelativaafinidady sepiensaqueson los protectoresmás

potentesfrente al cáncer(Arts y col., 1991).

Se ha demostradoqueel contenidoen fibra afectaa la composiciónde la flora

y a la actividadde ciertos enzimasintestinalescomo la beta glucuronidasa,que

realiza la hidrólisis de glucurónidos y la nitrorreductasay la azorreductasa,

responsablesde la reducciónde aminasaromáticas,ya queen ratasalimentadascon

dietasricas en fibra existeunadisminuciónde la actividadde estosenzimas(Reddy

y col., 1974).

Asimismo, se ha comprobadoque la fibra influye en la promoción de la

carcinagénesis,ya que ésta se retrasaen ratascon tumoresinducidoscon MN al

aumentaren la alimentaciónel contenidoen fibra (Axis y col., 1991; Coheny col.,

1991).

Además,se sabeque la pubertady el desarrollomamarioen la ratapuedeser

mástardía si seincrementala proporciónde fibra de la dieta(Arts y col., 1992).
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4.2.2.4. Contenidoenmicronutrientesen relacióna la carcinogénesismamaria

4.2.2.4.1. Mecanismosde defensafrentea la oxidación

El hombrey los animalesreciben la agresiónde moléculasde oxígenoreactivo,

producidasdurantela actividadbioquímicanormalde los organismos,que lesionan

los tejidos de diversasformas,entreotras,desnaturalizandoproteínas,alterandolos

ácidos nucleicos o saturando los dobles enlaces de los ácidos grasos de las

membranascelulares,alterandoasísu estructuray función (Sun, 1990). Frenteaesta

oxidación, existen mecanismosde defensa naturales tales como las enzimas

mineralodependientes,entreellaspor ejemplola glutatión-peroxidasa,y pequeñas

moléculassecuestradorasdeloxígenolibre comola vitaminaC, el glutatión,el ácido

úrico, los carotenoidesy la vitamina E (Byers y Perry, 1992). Estas moléculas

antioxidantespuedenprevenirla iniciación de la carcinogénesisal protegeral ADN

de mutaciones.Tambiénson desfavorablesa la promocióny progresióntumorales

posteriorespuesevitanel dañoa las membranascelularesy actúanen su reparación

(Sies, 1990). El mecanismode antioxidación,aunquesí es el másconocido, no es

el único por el que los micronutrientesprevienenla carcinogénesis(Williams y

Dickerson, 1990). Algunos autores han señalado que cieflos micronutrientes

(compuestoscon actividadde vitaminaA, entreotros) inhiben la expresiónin vitro

de algunosfactoresmolecularesde riesgocomodeterminadosoncogenesy sistemas

de comunicacionesintercelulares,ademásde inducir la diferenciacióncelular e

inhibir el crecimientoen células transformadas(¡‘rasady Edwards-Prasad,1990).

A continuación citamos la bibliografía más relevante con respecto a los

micronutrientesmásestudiadosen relacióna la carcinogénesisdel cáncerde mama

en la mujer: el selenioy la vitaminaA.

4.2.2.4.2. Selenioen relacióna la carcinogénesismamaria

El selenio (Se) es un elementotraza esencialque puede inhibir de forma

reversible las etapasde iniciación y, fundamentalmente,de promoción de la

carcinogénesis(Morrison y col., 1988). El Se celular,que seencuentrade forma
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inorgánica,pareceno afectaral crecimiento,mientrasque son las seleno-proteinas

localizadasen el citoplasma,las que lo inhiben de una forma rápida, no letal y

reversible(Morrisony col., 1988). Asimismo,seha comprobadomedianteestudios

in vftro con citometríade flujo en lineas celulares mamariasde ratón que el Se

inhibe la síntesisde ADN <Medinay col., 1984y 1985), así comolas fasesS y G,

del ciclo celular (Medina y col., 1983).

4.2.2.4.2.1.Selenioy carcinogénesis:estudiosepideniiológicos

Broghaxnery col. (1976) en un estudiocaso-controlobservaronque niveles

elevados de Se en sangrese relacionabande forma significativa con menores

porcentajesde recurrenciaso de aparición de otros tumores (mamarios y no

mamarios)y con tiempos de supervivenciaprolongados.Posteriormente,se ha

demostradoque los individuoscon cáncermamarioavanzadopresentannivelesde

Seen sangrerelativamenteinferioresa los de los controles(McConnely col., 1980;

Schrauzery col., 1985; Comstocky col., 1992),aunqueotrosestudiosrevelan que

los nivelesde selenioen sangre(Meyer y Verreault, 1987; Overbady col., 1991)

y en las uñas(Van y col., 1987) son similaresen los casosqueen los controles.

Incluso,seha encontradouna asociaciónpositivaentrelos nivelesséricosde selenio

y el riesgode cáncerde mama(Coatesy col., 1988).

Es evidenteque los datosque aportanlos estudiosepidemiológicosno son

concluyentesy unade las cuestionesquequedanpor resolveres si los niveles de

selenio se modifican por la enfermedad,o si son en parte responsablesde ella

(Overbady col., 1991). Además,parecequela eficaciaanticarcinogénicadel selenio

dependede su metabolismoy retención en el organismoy puede que elevadas

concentracionesde selenioen los tejidos o en la sangre,no indiquenuna menor

riesgode cáncer(Ip y Hayes, 1989). Actualmente,son necesariosnuevosestudios

epidemiológicos,especialmentedetipo prospectivo(cohorte)queclarifiquenel papel

del selenioen la carcinogénesismamariaen el hombre(Garlandy col., 1993).
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4.2.2.4.2.2.Selenioy carcinogénesismamaria:Estudiosexperimentales

Los estudiosexperimentalestampocoaclarandefinitivamenteel papeldel Se pues

se han llevado a cabonumerososexperimentoscon diferentesespeciesanimalesy

modelos tumorales y se ha observadoque, en cada caso, la respuestaa la

suplementacióncon selenioes diferente (Alfin-Siater y Kritchevsky, 1991).

Así, por ejemplo, se ha demostradoque el selenio actúacomo un potente

inhibidor de los tumoresinducidosquímicao víricamenteen la rata y en el ratón

(Medina y col., 1980 y 1983). Sin embargo,sólo en cinco de los quince trabajos

experimentalesen los que se empleó selenito sódico como fuente de selenio, se

apreció un descensoen la incidencia de tumoresy de 33 estudiosen los 4ue se

administrabaaceitede maízjunto con selenitosádico,seobservóun descensoen la

incidenciaen 15 de ellos(Morrison y col., 1988>.

Yan y col. (1991) utilizandoel ratón atírnicocomoanimal de experimentación,

comprobaronque el crecimientodel transplantede célulastumoralesmamariasno

se inhibió ni con la suplementaciónni con la deficienciade selenio, resultadoque

confirmala variabilidadde los efectosde estemineral segúnlos modelostumorales

empleados.Se observó ademásque, al disminuir el magnesioen la dieta, el

crecimientotumoral seretrasabaaunquesepotenciabala toxicidad del selenio;este

efecto sedebea que la detoxicacióndel Se tiene lugar a través de la síntesis de

selenoglutatión,procesoque requiereciertos niveles de magnesio(Yan y col.,

1991).

Comoocurreconfrecuenciaen los estudiosnutricionales,los resultadosde estos

experimentosdebenextrapolarseal hombreconreserva,ya queen nuestradieta, el

Se se encuentraen forma orgánica, asociadoa proteínasy aminoácidosy, sin

embargo,la mayoríadelos estudiosexperimentalesempleancompuestosinorgánicos

de selenio (Ip y col., 1992). Hemos de decir, finalmente, que también se han

descrito dos componentes orgánicos, la selenometionina y la seleno-

metilselenocisteinacomocompuestoscapacesde inhibir la carcinogénesismamaria

(Ip y Hayes, 1989).
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4.2.2.4.3. VitaminaA enrelacióna la carcinog¿nesismamaria

Antesde citar la bibliografíamásimportante,mencionamosbrevementealgunos

conceptosbásicosreferentesa la vitaminaA y a su influenciaen la carcinogénesis.

La forma activa de la vitamina A en los tejidos es el retinol. La vitamina A en

la dietatienedosorígenes:los retinoides,formadosporel retinol(productoslácteos,

carne,hígado)y sus ésteres;y los carotenoides.Existen dos clasesprincipalesde

pigmentoscarotenoides,los carotenoso carotenoideshidrocarbonados(a, 3 y y

carotenos),el másabundantees el 3-caroteno(vegetalesde hoja amarilla y verde)

y las xantofilaso carotenoidesoxigenados.El Wcarotenose absorbeen la mucosa

intestinaly setransformaen reúna),pudiendoluegoconvenirseen retinol. El retinol

es a su vez frente de retinal y de ácido retináico, retinoidescon propiedadesque

mencionamosa continuación(Alfin-Síater y Kritchevsky, 1991).

SegúnOng y Chytil (1983),los retinoides(retinol, retinal y ácidoretinoico,entre

otros) actúancomolos esteroides,esdecir, formanun complejoproteina-retinoide

en la célulaquepuededesplazarseal núcleoy alterarla expresióngenética.Por otro

lado, los retinoidesafectana las glucoproteinasy a la síntesisde glucoconjugados,

lo quepuedea su vez alterarel genomay modificar el reconocimiento,adhesióny

agregacióncelulares(Robertsy Sporn, 1984).

Algunosautoreshandemostrado¡it viro quela vitaminaA inhibeel crecimiento

de determinadaslineascelularesde tumoresde mantaen la especiehumanay que

el efectode los retinoidesconsisteen unaactividadantiproliferativay fibrinolítica.

Estosdasmecanismospuedenexplicaralgunosdelos resultadoscontradictoriosque

se obtienenconla terapiacon retinaides,puestoque la actividadfibrinolítica puede

aumentarlos procesosde invasióny metastatización(Haltery col., 1990).También

se ha demostradoempleandolíneas celulares tumoralesmamariascon diferentes

capacidadesde invasión,queel ácidoretinóicoconviertela líneacelularno invasiva

en invasivay viceversa(iBrake y col., 1991).
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4.2.2.4.3.1. Vitamina A y carcinogénesismamaria:estudiosepidenilológicos

En primer lugar, convieneseñalarquela mayorpartede la literaturaconsultada

hacereferenciaa la relaciónentrevitaminaA y el cáncerde pulmón y los estudios

respectoa los tumoresmamariosson escasos.

El consumode alimentosricos en vitamina A seasociaa un menor riesgode

tumoresen general(mamariosy no mamarios)(Shekelley col., 1981; Graham y

col., 1982). Micozzi y col. (19%)determinaronquelos vegetalesverdescontienen

de un 80% a un 90% de xantofilas y de un 10% a un 20% de 0-carotenos,mientras

que los amarillosy otros vegetalescomotomatesy fresas,presentande un 80% a

un 90% de carotenoideshidrocarbonados(¡3-caroteno).Además,se ha comprobado

que la cocción reducedrásticamenteel contenido en xantofilas, principalmente

luteínay en muchamenormedidael de caroteno.Por ello, y teniendoen cuentaque

la protecciónfrente al cánceres mayor si se consumenlos vegetalescrudosy no

cocinados(Graham y col., 1972), es posible que los carotenoidesoxigenados

(xantofilas)protejanfrenteal cáncerindependientementede los carotenos(Micozzi

y col., 1990).

Steinmetz y col. (1991) en una revisión de la literatura referente al tema,

concluyeronque el consumoelevadode vegetalesy frutas se asocia de forma

consistente,aunqueno siempre,con un menorriesgode cáncer,particularmentede

tumoresepitelialesdel tracto digestivo,y destacaronque los vegetalescrudosson

especialmentebeneficiososya que condenenun elevado número de agentes

anúcarcinógenos,principalmentecarotenoides(bidrocarbonadosy oxigenados).

El estadonutricionaldelos individuosrespectoalavitaminaA sepuedeconocer,

entreotros métodos,determinandoel nivel plasmáticode retinol, ya que el nivel

plasmático de #-caroteno refleja un consumo reciente de dicho nutriente

(Ramaswamyy col., 1990). No obstante,la mayoríade los estudioscitadosen esta

revisiónbibliográficahan tenidoen cuentaambosniveles. Así, Wald y col. (1984)

en un estudiocaso-controlno encontrarondiferenciasentre las nivelesséricosde

retinol y carotenoen mujerescontumoresmamariosrespectoa los controles(Wald
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y col., 1984) y semejantesresultadosseobtuvieronen otros dos estudiossimilares

en los que no seencontraronrelacionesentreel consumode 0-carotenoo susniveles

séricos y el riesgo de cáncerde mama(Marubini y col., 1988; London y col.,

1992).

Sin embargo,algunosautoreshan encontradoqueexiste un menorconsumode

vitamina A en las enfermasde cáncermamarioque en los controles, diferencias

observadasincluso despuésdel ajuste con respectoal consumocalórico y a otras

variables asociadasal riesgo (Katsouyanni y col., 1988>; igualmente, otras

investigacioneshan reveladoque los niveles de retinol son inferioresen los casos

que en los controles(Basuy Sasmal,1988; Knekt y col., 1990; Potischmany col.,

1990). Con respectoa la enfermedadmetastásicaRigby y col. (1992) señalanque

existenmenoresniveles de retinol y de proteínatransportadorade retinol en los

casossin presenciade metástasisque en los controles, aunquelos pacientescon

metástasispresentannivelesde retinol similaresa los controles,y una disminución

de la proteínatransportadorade retinol (CRBP).

Asimismo, se haobservadoque la suplementacióncon vitamina A y en general

el consumode vegetales,evitanel desarrollode lesionesmamariasbenignasperono

el de malignas, lo que puede significar que la vitamina A. no ejerce ninguna

protecciónunavez que la transformaciónmalignaha tenido lugar (Hislop y col.,

1990).

Todoslos estudioscitadosanteriormentesonde tipo retrospectivo,sin embargo,

en dasestudiosde tipo prospectivoseha observadoqueel consumode vitamina A

produceun ligero efectopreventivo(Huntery col., 1991)o ningunefecto(Paganini

y col., 1987) en relación al riesgode cáncerde mamaen la mujer.

De nuevo en estepunto, es necesariorealizarnuevosestudiosepidemiológicos

que investiguenno sólo el papel de la vitamina A en general, sino el efecto en

particularde los diferentescarotenoidesy retinoidespresentesen la dieta (Garland

y col., 1993).
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4.2.2.4.3.2.Vitamina A y carcinogénesismamaria:estudiosexperimentales

La mayoríade estostrabajosconfirmanel caracterbeneficiosode la vitamina A

ya que señalanque su deficiencia aumentala susceptibilidada la aparición de

tumoresinducidosquímicamenteen diversosórganos (Alfin-Síater y Kritchevsky,

1991) y algunosautoreshan comprobadoen la rata que el empleo de retinoides

previeneo reducela apariciónde tumoresde mama(Moon y col, 1977; McCormick

y col., 1980).

Más recientementesehademostradoen tumoresexperimentalesmamariosy de

piel queesen la fasede promocióntumoral dondelos retinoidesejercensu efecto

inhibidor de la carcinogénesis(Grubbsy col., 1990) y que modifican la expresión

genéticaa través de proteínasque actúan como ligandos intracelulares y de

receptoresnucleares(Sani y col., 19%).

Hay que indicar que, en general,los compuestosmásempleadosen los estudios

experimentaleshan sido el retinol y el palmitatode retinol (Brandesy col., 1966)

y que los retinoidesde mayor actividadfrente a los tumoresde mamason los que

carecendel grupo funcional carboxilo, comoel retinol y derivados,mientrasqueel

ácido retinoico y el 13-cis-ácidoretinoico poseenunaescasaactividadantitumoral

mamaria(Moon y col., 1983).Asimismo,actúancomoagentespreventivosel retinil

metil étery la 4 hidroxifenil retinamida(4-HPR) (McCormicky col., 1982; Bollag

y ccl., 1987; Orubbsy col., 1990).

Otroscompuestosquetambiénhanmostradosuefectividaden ratascontumores

mamarios inducidoscon DMIBA (Hill y Grubbs, 1982) y NMU (Hill y Grubbs,

1982; Welsch y col., 1984; Shealy, 1989) son el acetatode retinol. Sin embargo,

en el ratón el acetatode retinol y la 4-HPR no son preventivos (Maiorana y

GuiBino, 1980; Welscb y col., 1984).

En la glándula mamariala CREPpuedeestar implicada en el mecanismode

prevenciónde los retinoides, ya que la mayoríade los compuestospreventivos

eficacesse unena estaproteína(Hill y Sant 1991). La 4-HPR es un excepciónya

que no se uneaestaproteína,perosecreeque un metabolitosuyo,que es la forma
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biológicamenteactiva, sí se unea la CREP(Mehtay col., 1988).

Finalizamos este capítulo de la revisión puntualizando los aspectos mas

interesantesque recogenAlfin-Siater y Kritchevsky, (1991):

1. Los estudiosexperimentalesconfirmanque los antioxidantes,y por tanto de

los retinoides,actúanen la fase de promoción tumoral (Moon, 1989; Krinsky,

1991).

2. Los retinoides son en algunosanimales de experimentacióncarcinógeno-

específicosy la vía, la duracióny la dosis administradapuedeninfluir, ya que la

administraciónde retinoidesantes,no después,de la del carcinógenopuedepuede

aumentarla incidenciade tumoresde mann; sin embargo,si la administraciónse

continúadurantemástiempo, la incidenciafinal se reduce(Unabósy col., 1990).

3. El 13-caroteno,independientementede su papel en la síntesisde vitamina A,

previenela carcinogénesisen diferentesanimalesde experimentación,actuandoen

las últimasfasesde la promocióny en la progresióntumorales(Bm, 1986; Krinsky,

1991>.
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4.3. Influencia de la nutrición en la carcinogénesismamariaen la especie

canina

Tras una extensarevisión de la bibliografía referente a la influencia de la

nutriciónen la carcinogénesisde los TMC, los estudiosen estecampo,tantoa nivel

epidemiológico,experimental,como in vitro son escasos.

En el único estudio caso-controlrealizadoen la perra (Sonnenscheiny col.,

1991>. seha observadoqueunadieta rica en grasa,así comola obesidadun año

antesdel diagnósticono seasocian,enlíneasgenerales,aun aumentodel riesgo. Sin

embargo, cuando se dividió la población objeto de estudio en animales

ovariectomizadoso no, los resultadosvariaron. Si se consideransolo las perras

ovariectomizadas,la incidencia de tumoresmamarios fue menor en penasque

habían sido delgadasa los 9-12 mesesde edad. Por el contrario, en perrasno

ovariectomízadas,el hechode una delgadezen la etapajuvenil influyó ligeramente

sobrela incidencia,aunqueno de forma significativa.

Asimismo sedeterminóen estetrabajoqueel porcentajedecaladasconsumidas

derivadasde la grasaessignificativamentemenoren los casosque en los controles

sin tumoresy queel porcentajede caloríasderivadasde comidacaseraera menor

en los casosqueen los controles.

A continuación,referimosaquellasinvestigacionesde carácterexperimentalque

sehanenfocadoen concretoal estudiode los tumoresmamarioscaninos,mediante

la utilización de células neoplásicasmamariascaninasen otros animales de

experimentacióndiferentesdel perro.

En estudiosin vftro, los trabajosconreferenciaa los TMC hansido tambiénmuy

escasos.El componentede la dietamásestudiadoha sidoel micronutrienteselenio

y asíWatrachy col. (1982)estudiaronsuefectosobrecélulasdecarcinomamamario

canino transplantadasa ratón atímico. En esta investigación,el grupo tratadocon

selenio (selenito sédico por vía parenteral) presentó un crecimiento tumoral

significativamenteinferior al del grupo no tratado, observándoseademásque la
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administraciónde seleniooriginabasu acúmulode forma desigualen los tejidos.

Posteriormente,Fico y col. (1986) empleando líneas celulares de tumores

mamarioscaninosdeterminaronque el seleniodiglutatiónes la forma más efectiva

para inhibir el crecimiento y queel efectoinhibidor dependede la concentración

total de selenio, del tiempo de exposición, del tipo celular y del estado de

crecimientode las células. En este estudio,ningunaforma químicade selenio fue

efectiva sobre las células normalesy además,se afirmó que el selenioinhibe la

síntesisproteicaal alterarla transcripcióndel ARR

Recientementesehacomprobadaquelascélulasposeenunasensibilidaddiferente

a los efectostóxicos del seleniodiglutationdebido no a una distinta capacijadde

retenciónde seleniosino másbien de metabolizaciónde estehacia formas menos

tóxicas (Fico y Milner, 1991). Estos autoreshan señaladoque la capacidaddel

selenitode alterarel crecimiento¡ti vftro de las célulastumoralesmamariascaninas

dependede la cantidady duraciónde la exposiciónal selenioy de la densidaddel

cultivo (Kuchany Milner, 1992).

Pronósticode los tumoresmamarioscaninos
El pronósticode los tumoresmamarioscaninosdependeen gran medida del

estadiaje clínico, el cual se realiza mediante el sistema TNM (Owen, 1980),

especialmentedel tamañodel tumor, pero tambiéndel tipo histológico y de la

velocidaddecrecimiento(Misdorp y col., 1973;Fowler, 1974; Bostock, 1975; Else

y Hannant, 1979; Chrisp y Spangler, 1980; Kurzman y Gilbertsson, 1986). El

comportamientobiológico del tumor estimadomedianteel tipo histológico,el grado

de invasión en los vasosy/o el estroma,la morfologíay diferenciacióncelularesy

el índicemitótico, se ha señaladocomovffdo parapredecirla supervivenciade los

animales(Misdorpy Han, 1976). Sin embargo,el valor pronósticode la afectación

ganglionarescontrovertido(Misdorp y col., 1973; Gilbertsonet al., 1983).

Con respectoal tipo histológico, seha observadoquelos sarcomasseasociana

supervivenciasmenoresquelos carcinomascomplejos,mientrasquelos carcinomas
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solidosse asociana penociosde supervivenciaintermedios(Brodey y col., 1983).

Ciertascaracterísticasclínicasasociadasa un pronósticoadversocomo la presencia

de metástasispulmonares,presenciade linfedema,la infiltración tumoralde la linea

media, y la presenciade nódulos satélitesentreel tumor y los gánglios linfáticos,

se asocianno sólo aun mal pronósticosinoa quesu curaciónno podráestablecerse

exclusivamentecon la resecciónquirúrgica(Brodey y col., 1983).

El tipo de intervenciónquirúrgica, así comoel realizarla ovariectomíaen el

momentode la cirugía carecende valor pronóstico(Alíen y Mahaffey, 1989).

Estosson los factoresclasicosqueayudanaestablecerel pronósticoen los TMC.

En los últimos años se está comenzandoa evaluar otros factores como Son el

contenidode ADN tumoraly la fase5. Solamenteexisteun trabajopublicado en el

que se estudiael valor pronósticodel análisisdel contenidode ADN y de la faseS

en tumorescaninos.Los factoresindicativosdemalpronósticoencontradosmediante

un análisis multivariado fueron la edad, una elevada fase 5 y la presenciade

sarcomas(Helímény col., 1993).

Respectoa la influenciade la dieta,en el únicoestudiocaso-controlrealizadoen

la perraseha observadoqueuna dietarica en proteínay con un bajo contenidoen

grasa,se relacionacon un mejor pronóstico,mientrasque el contenidoen grasade

la dieta sin teneren cuentael de proteína,no presentaningunaasociacióncon la

supervivenciade los casos(Shofery col., 1989).

Como se comprueba,es necesarioampliar los estudiossobre los “nuevos’

factores pronósticoen los TMC, tales como el ADN, la fase 5 y los factores

dietéticosentre otros, para poder contar con más datos fiables y de posible

aplicaciónclínica.
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INTRODUCCION

Los tumoresmamariosson las neoplasiasmás frecuentesen la perra (Dom y

col., 1968). En animalesmenoresde 4 añosson muy infrecuentes,sin embargo,a

partir de estaedadla incidenciaempiezaa aumentar,especialmentea partir de los

6 años (MacEwen y Withrow, 1989). En la etiología de los tumores mamarios

caninos (TMC) influyen fundamentalmentelas hormonas esteroides sexuales.

Muestrade estainfluenciaes el hechode quela ovariectomíarealizadaantesde los

2 añosde edad,reduceen gran medidael riesgode apariciónde estasneoplasias.

Asimismo,se ha comprobadoque la administraciónde hormonasesteroidesinfluye

en la carcinogénesismamariaen la perra (Rutteman,1990).

La presentaciónclínicade los TMC esmuy variable,ya quepuedenaparecerde

forma únicao bien ser múltiples. En el último caso,las neoplasiaspuedenser del

mismoo de diferentetipo histológico,en ocasionesson resultadodelcrecimientode

una única neoplasia que afecta a varias g1~ndulas (Brodey, 1983; Theilen y

Madewell, 1987). Además,se presentanen forma de nódulos bien delimitados de

crecimiento lento o estacionario,o bien como nódulos de crecimiento rápido e

invasivo, adheridosa tejidos subyacentesy con otrossignosde malignidad(Theilen

y Madewell, 1987).

LosTMC malignosmetastatizanconfrecuencia,los de tipo epiteliala travésdel

sistemalinfático, o sanguíneo,o ambos.Sinembargo,lossarcomasmetastatizanmás

frecuentementea travésdel sistemasanguíneo(Theilen y Madewell, 1987).

El diagnósticoinicial de los TMC se realiza en función de las características

clínicas,aunquepuedeemplearsecomo métodoadicionalal diagnósticola citología

conaguja fina (Allen y col., 1986; Helímény Lindgren, 1989). No obstante,para

poderestablecerun diagnósúcodefinitivo es necesarioen muchoscasosel estudio

histopatológico(Alíen y col., 1986).

Los tumoresmamarioscaninossoncomplejosno solamenteen su presentación

clínica; su histopatologíaes igualmente complicada, por lo que resulta difícil
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desarrollarun sistemade clasificaciónhistológica que aporteun valor pronóstico.

La clasificaciónhistológicade los tumoresmamarioscaninosmás frecuentemente

empleadaanivel mundiales la clasificaciónde la OMS (1-Lampey Misdorp, 1974).

En el presente trabajo se han estudiado las característicasclínicas e

histopatológicasde 102 perras que presentabandisplasias, tumores mamarios

benignosy malignos.Hemosincluido displasiasmamariasaunqueno son tumores,

ya que se consideranlesionespremalignas.Estasse han encuadradodentrode un

mismo grupojunto con los tumoresbenignos.

MATERIAL Y METODOS

1. Animales

En este estudiohemosempleado102 perrasqueacudierona las consultasdel

DepartamentodePatologíaAnimal 11 de la Facultadde Veterinariade Madrid y que

presentabantumoresmamarios.La edadde los animalesseencontrabaen un rango

entre5 y 13 años, ambosinclusive. La mediade edadde los animalesfue 9,86años

±0,22 (error estándarde la media). El valor medianade edad fue 10 años.

Un 58% los animales eran de raza pum, siendo la de mayor frecuenciade

presentaciónla razapastoralemán.Un 42% de los casosfueronmestizosy cruces

entrerazaspuras.

Noventay un casos(89%) fueronperrasno ovariectomizadasen el momentodel

diagnóstico,mientrasque 11(10%) habíansido ovariectomizadasanteriormentea

esta fecha.

Los animaleshan sido reseñadosmediantelas letrasCO seguidasde un número.

Paracompararlasvariablesentreanimalescon diferentestipos de tumores,los

gruposempleadoshan sido:

1: grupo con displasiasy tumoresbenignosy

II: grupo con tumoresmalignoscon o sin tumoresbenignos.
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2. Examen clínico

A continuacióndescribimosel examenclínico realizadoa todos los animalesen

la primeravisita a las consultas.

2.1. Anamnesis

En primer lugar realizamosunaanamnesisgeneraly sistemática.Posteriormente,

hicimos referenciaal problemamamario,obteniendola siguienteinformación:

Datosdel tumor: observacióndel mismoporprimenvez, tamañoque presentaba

en aquel momentoy ritmo de crecimiento(categorizadaesteen estacionario,lento,

moderadoy rápido).

Además,se preguntóacercade la posibleexistenciade otros tumoresde mama

y sudiagnósticohistológico, asícomode otros tumoresno mamarios.

Asimismo, medianteel empleodel cuestionariode alimentacióndescritoen el

apartadode materialy métodosdel capítuloIV, seobtuvo la informaciónreferente

al estadohormonaldel animal.

2.2. Exploraciónclínica

En primer lugar, realizamosunaexploraciónaeneraldel animal incluyendola

exploración de la cavidad oral en busca de posibles signos acromegálicos,la

auscultacióntorácicay la palpaciónabdominal.

La e~ploraciónde las glándulasmamariasse realizó mediantela inspeccióny

palpaciónde las mismas.Seevaluéel aspectode las glándulastumoraleso no, y de

los pezonesasícomola eventualpresenciade secrecionesglandulares.

Los tumoresfueronidentificadosmedianteel sistemade letras y númerosque se

describeacontinuación:los tumoresde la cadenamamariaizquierdasedenominaron

con la letra L (Left= izquierda) seguidade un número del 1 al 5 según su

localización en la cadena mamaria en dirección cráneo caudal. Los tumores

localizadosen la cadenamamariaderechasedenominaroncon la letra R (Right=

derecha)seguidade la mismanumeracióndescritaparala cadenaizquierda.
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De cada tumor se hizo una ficha atendiendoa su localización en la cadena

mamaria,determinándoseel tamañoen centímetrosmediante la valoración de 3

diámetros con la ayuda de un calibrador. También se valoré la consistencia,

clasificándolaen dura, firme, o blanda, la adherenciao no a la piel yio a píanos

profundosy la ulceracióno no de la piel.

Posteriormente,exploramosel sistemalinfático quedrenala región mamaria,el

cual está formado por los ganglios inguinales superficialesque drenan las dos

glándulas inguinales, los ganglios inguinales profundos que drenan los ganglios

inguinalessuperficialesy los gangliosaxilaresprincipalesy secundariosquedrenan

las 3 glándulascraneales.

Parala valoraciónde posiblesmetástasistorácicasse realizó una radiografíade

tórax en proyecciónlatero-lateral,siendonecesarioen la mayoríade los casoshacer

dos proyecciones.

2.3. Estadialeclínico

El estadioclínico del pacienteseestableciósiguiendoel sistemaTNM (Owen,

1980) de la OrganizaciónMundial de la Salud, medianteel cual se evalúa la

gravedaddel procesoen:

A) ~ta~IQi:quecorrespondea los casosquepresententumoresde tamañoTí,

T2 o T3 sin afectaciónganglionarverificadahistológicamentey sin presenciade

metastisisdistales,denominadoen el presentetrabajocomo~a~jg]~~¿.
E) Ega4jtIL: todos los casos con tumoresde tamañoT4 sin evidenciade

afectación ganglionarverificado mediante histología ni presenciade metástasis

distales,denominadoestadiolocal avanzado

.

C) Estadio III: Tumoresde cualquiertamañocon afectacióndel ganglio axilar

o inguinal superficialconfirmadahistológicamente,denominadoestadiore2ional

.

D) Estadio IV: Presenciade metástasisdistales incluyendola afectación de

ganglioslinÑticos distales,o estadiode enfermedaddiseminada

.
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2.4. Evaluaciónnreauirúrgica

En los animalesque iban a ser intervenidosquirúrgicamentese realizó un perfil

analítico, incluyendoun hemogramay perfil bioquímicoy un electrocardiograma.

3. Tratamiento de los tumores mamarios

La decisiónde realizaruna resecciónquirúrgicade las neoplasiasfue tomadaen

basea su localización,númerode glándulasafectadas,tamañoy adherenciaaplanos

profundosy apiel, afectaciónganglionary presenciade metástasisdistales.También

se consideróla condicióngeneraldel animal y la opinióndel propietario.

Siguiendoestoscriterios fueron operadas90 perrasde las 102 incluidas en el

estudio.Así, en 2 animalesquepresentabanun estadiolocal avanzadoy en otro caso

conmetástasisdistales,no serealizó la intervenciónquirúrgica.En otros2 casoscon

metástasisdistalesserealizóunacirugíapaliativasegúnla decisióndel propietario.

Dos animalesfueroneuranasiadosdebidoa la presenciade otrasenfermedades

gravescomoleishmaniosise insuficienciarenalcrónica.

En 5 casosno se realizó la resecciónquirúrgicadel tumor por decisión de los

propietariosy el diagnósticoseestableciómediantecitología.

En cuantoala tkniaQp~nWIiaempleada,y teniendoen cuentaqueen ninguno

de los animales (n=90) se presentaron metástasis distales, se practicaron

nodulectomíasen 12 casosy en 46 casos,mastectomias;reseccionesen bloquese

realizaronen 28 animales.En 2 casossellevo a cabola extirpaciónunilateralde la

cadenamamariacompletay en otros2 la extirpaciónde las doscadenasmamarias.

Además, el ganglio inguinal superficial homolateral fue extirpado

quirúrgicamentecuandose realizó la mastectomíade la quinta glándulao bien la

resecciónen bloquede la tercera, cuartay quinta glándulao la extirpación de la

cadenamamariacompleta(n= 52 casos).

El ganglio linfático axilar homolateral fue extirpado en 3 casos al estar

clínicamenteaumentadode tamañoy presentarevidenciade afectaciónmediante

examencitológico.
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4. Estudio histológico

4.1. Toma de muestras

Después de la intervención quirúrgica y/o necropsia, el tejido tumoral fue

seccionado.Las muestrasse obtuvieronde las zonasdel tumor que no presentaban

necrosisni hemorragias,así comode otraszonasy seconservaronen una solución

de formol tamponadoal 10%.

4.2. Procesadode las muestras

Las muestras fijadas en formol tamponadofueron incluidas en parafina

plastificada(Panreac)con punto de fusión 560-580Cempleandoun procesadorde

tejidos (Procemir1000).

Seprepararonbloquesde parafinasegúnel sistemade cassettesparaprocesado

de tejidos (VosopathAG) medianteunaconsoladispensadorade parafina,consola

térmicay crioconsola“Tissue Tek~ (Miles Scientiflc).

Para la obtenciónde los cortes seriadosde 4-5 ~ de espesorse utilizó un

microtomo con motor incorporado“Minot Leitz 1516”.

Posteriormentelas seccionesfuerondesparafinadas,rehidratadasy teñidascon

hematoxilina/eosinacomotécnicarutinaria parael diagnósticohistopatológico.

4.3. Diagnósticohistológico

El diagnósticohistológicoserealizóde acuerdocon la Clasificaciónde Tumores

en Animales Domesticosde la Organización Mundial de la Salud (Hampe y

Misdorp, 1974), valorandoel tipo histológicopredominanteen la preparación.

Asimismo, las neoplasias fueron ademásclasificadas como heterogéneasu

homogéneasdependiendode la presenciao no de áreashistológicamentediferentes.

En todos los tumoresmalignosanalizadossedeterminaronel gradohistológico

de malignidady el gradode malignidadnuclearsegúnla descripciónde Misdorp y

Han (197~), estableciéndosetresgradosde malignidadhistológicay nuclear.
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4.4. Estudiocito1ó~ico

En 5 casosel diagnósticose realizó medianteexamencitológico. Las muestras

obtenidasmedianteaspiracióncon aguja fina, fueron teñidascon diff-quick.

5. Análisis estadistico

La edad en la primen consulta entre los grupos de animales se comparo

empleandola pruebano partmetricade Wilcoxon. Las variablescategóricasentre

gruposse evaluaronmediantela pruebadel Chi2 o la pruebade Fisher. El nivel de

significaciónestadísticase consideróa partir de valoresde P > 0,05.

RESULTADOS

1. Número y tipo de tumores

Hemosobtenido 171 nódulos mamariosde las 102 perrasde nuestroestudio.

Dichos nódulosse hanclasificadoatendiendoa suhistologíaen 2 grupos:Grupo 1:

displasiasy tumoresbenignosy Grupo II: tumoresmalignos.

Grupo 1: Displasiasy tumoresbenignos. Este grupo está formado por 109

nódulospertenecientesa 67 animales.Cuarentay ochoperraspresentabandisplasias

yio tumoresmamariosbenignosexclusivamente,mientrasque 19 casostuvieron

ademástumoresmamarios malignos. Das tumorespresentabanuna malignidad

‘borderline” y han sido incluidosen estegrupo.

De las perras con displasiasy tumoresbenignos exclusivamente,2 habían

padecidoanteriormentetumores mamarios malignos y 9 otras neoplasias:oral

benigna(n= 1), ováricamáligna(n= 1), cutáneabenigna(n= 2), mamariabenigna

(n= 1) mamariade histologíadesconocida(n= 1) y tumor venéreotransmisible(n=

1).

GrupoII: tumoresmalignos.Estegrupo estáformadopor 62 tumoresprimarios

pertenecientesa 54 peras,de las cuales19 presentabana su vez neoplasiasbenignas
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comosehaseñaladoanteriormente.Asimismo,de estas54 perras,3 fueronoperadas

antenormentede otros tumoresmalignasy 6 de otrasneoplasias:ovárica maligna

(n= 1), cutáneabenigna(n= 1), mamariabenigna(n= 1) mamariade histología

desconocida(n 2) y tumor venéreotransmisible(n= 1).

2. Influencia de la edad y del estadohormonal

La edadhasidounavariablequeno presentaunadistribuciónnormal,por lo que

los datospresentadosson los valoresmedianade cadagrupo. En los animalescon

displasiasy tumoresbenignosexclusivamentela medianade edadal diagnósticoes

10 años (rango de 5 a 13, n= 48), mientrasque en el grupo de animales con

tumoresmalignoses 10,5 años(rangode 6 a 13, n= 54), siendola diferenciaentre

las dos medianasde edadestadísticamentesignificativa(P < 0,05).

En los animalesovariectomizadosla medianade edades 12 años(rango de 7 a

13, n= 11), mientras que la mediana es de 10 años en las perras no

ovariectomizadas(rangode 5 a 13 años, n 91). La diferenciade la medianade

edadentrelos dos gruposesestadísticamentesignificativa (P < 0,05).

No existendiferenciassignificativasentre la proporciónde tumoresbenignosy

malignosen las perrasovariectomizadasy las no ovariectomizadas.

En 100 casosse pudoestimar el ritmo de crecimiento.Parala comparaciónde

estavariableconotrascaracterísticasclínicasenanimalesquepresentabanmúltiples

nódulos (n=39), hemostenido en cuentael ritmo de crecimientodel tumor que

resultéhistológicamentemásmaligno. Se compruebaque, a mayor edad,el ritmo

de crecimientoaumentaya quela medianade edadde los animalesque presentaban

tumorescon crecimientoestacionarioes 10 años(rangode 5 a 12, n= 11), siendo

significativamenteinferior a la medianade edadde aquelloscon crecimientorápido

(11 años,rangode 6 a 13, n= 28) (P c 0,05).

Existendiferenciasno significativas si comparamosla edadde los animalescon

tumoresmalignosy su estadioclínico. La medianade edad de las penasque

presentanun estadiolocal es 10 años(rangode 6 a 13, n= 39), mientrasque en
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aquelloscon metástasisregionaleses 10 años(n= 10) y 11 añosen animalescon

metástasisdistales(rangode 10 a 13, n= 3).

3. Resultadosclínicos

3.1. Localizaciónde los tumores

Cincuentay nueveperraspresentabanmásde unaglándulamamariaafectadapor

TMC. De estos59 animales,39 tuvieron al menos2 tumoresque se consideraron

diferentesal estarclaramenteseparadosy circunscritosmacroscópicamente(de la

misma o de diferente histología). De los 39 casos con múltiples tumores, 16

presentabandiferentes displasias y/o tumores benignos, 4 diferentes tumores

malignosy 19 casoserantumoresbenignosy malignosconjuntamente.

Las glándulasmamariasmiÉ frecuentementeafectadashan sido los pares40 y 50

pues96 tumoresdel total (n= 171) teníanestalocalización, lo que suponeun 56%

de incidenciaen estasmamas.Treintatumoresse situabanen el 3” par (17%) y 29

(17%) correspondieronal U’ y/o 20 pares.Por otro lado, 17 neoplasiasafectaban

a mas de dos glándulasmamariaso bien al Y’ par y a una de las glándulas

adyacentes.

3.2. Tamaflo y crecimientotumoral

El ritmo de crecimientose evaluó en 168 tumoresy se relaciona de forma

estadísticamentesignificativaal tamañodel tumor (P < 0,001) y a la adherenciaa

planosprofundos(IP < 0,01) (Tabla1).
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3.2.1. Grupo 1: Displasiasy tumoresbenignos

Del total de 109 displasiasy tumoresbenignos,63% pertenecena la categona

TI, 24% a la 12 y 13% a la 13.

En 107 displasiasy tumoresbenignosel ritmo de crecimiento se relacionade

forma directay estadísticamentesignificativaconel tamañotumora], siendoel valor

de P obtenidocon la pruebadel Chi2 < 0,05 (Tabla3).

Cuarentay dos displasiasy tumoresbenignosde 109 estabanadheridosa tejidos

adyacentes.No hemosencontradouna relaciónsignificativa entrela adherenciaa

planosprofundosy el ritmo de crecimientoni el tamañotumoral.

Asimismo,de 109 displasiasy tumoresbenignossolamente4 estabanulcerados.

No se ha podido estableceruna relaciónsignificativaentrela ulceraciónde la piel

y el ritmo de crecimiento,la adherenciaa planosprofundosó el tamañotumoral.
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Tabla2. Tamaño,ritmo de crecimientotumoral y adherenciaa pianosprofundos

en relaciónal tipo detumor. Grupo1: displasiasy tumoresbenignos.

Grupo II: tumoresmalignos.

Tipo de tumor Grupo 1 Grupo II

Tamaño

TI 69 24

T2 26 19

13 14 17

T4 2

Total ¡09 62

Ritmo de creanuento

Estacionario 17 3

Lento 32 20

Medio 32 21

Rápido 26 17

Total 107 61

Adherencia

Si 42 37

No 67 25

Total 109 62
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TAMANO TOTAL RITMO DE CRECIMIENTO1

Estacionario Lento Medio Rápido

Tí 67 15 23 18 11

T2 26 2 6 9 9

T3 14 0 3 5 6

Tabla 3. Relaciónentreel ritmo de crecimientoy el tamañotumoralesen displasiasy tumores

benignos.

3.2.2. Gruno11: Tumoresmalignos

Del total de 62 tumoresmalignos,39% pertenecena la categoríadetamañotumoralTi,

31%alaT2,27%alaT3y3%alaT4.

De las 54 perras pertenecientesal grupo de animales con tumores malignos, 39

presentabanun estadioclínico local, 2 un estadiolocal avanzado,10 un estadio regionaly

3 jn estadiode enfermedaddiseminada.

El ritmo de crecimientofue unavariableconocidaen 61 tumores.Hemosobservadoque

el ritmo de crecimientose relacionade forma significativaconel tamañodel tumor, con un

valor de P < 0,05 (tabla4); sin embargo,no se relacionade forma significativa con la

adherenciaa planosprofundosni conla ulceraciónde la piel.

La ulceraciónde la piel sí se relacionade forma significativacon otrasvariablesclínicas

adversascomo la adherenciaa planosprofundos(P < 0,05), el tamañodel tumor (P <

0,05) y la afectaciónganglionar(IP < 0,01).
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TAMANO TOTAL . RV~MO DE CRECIMIENTO

Estacionario Lento Medio Rápido

Tí 24 3 11 9

fl 18 0 4 6 8

T3 17 0 5 6 6

T4 2 0 0 0 2

Tabla 4. Relaciónentreel ritmo de crecimientoy el tamañotumora] en tumoresmalignos.

En los 62 tumoresmalignos incluidos en este grupo, la afectaciónganglionarno se

relacionade manenestadísticamentesignificativa con el ritmo de crecimiento ni con la

adherenciaa planosprofundos;sin embargosilo haceconel tamañoy con la ulceraciónde

la piel, siendolos valoresde P < 0,01 respectivamente(Tabla5).
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TAMANO TOTAL ULCERACION

NO SI

Tí 24 23 1

T2 19 15 4

T3 17 9 8

T4 2 1 1

AFECTACION

GANGLIONAR

TOTAL NO SI

NO 52 44 8

Nl 10 4 6

Tabla 5. Relaciónentrela ulceraciónde la piel

y la afectaciónganglionar.

y el tamañotumoral

Los tumores12, T3 y T4 conjuntamente,al sercomparadosconlos Tí, serelacionande

forma significativacon la afectaciónganglionar,siendoel valor de P c 0,05.

Dc 32 casosen losquelosgangliosaxilaresy/o inguinalessuperficialesestabaninfartados

y que fueronexaminadoshistológicamente,seconfirmé en 10 la presenciade metástasis

ganglionar.La consistenciaganglionara la palpaciónestabaaumentadaen estos8 casos,sin

embargono hemospodidoestablecerla significaciónestadísticade esteresultado.
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4. Resultadoshistológicos

A continuaciónse describenlos datoshistológicosy su comparacióncon las variables

clínicas.Paraello, se han excluido los datosde 5 perrasen las queel diagnósticose realizó

mediantecitología.La tabla6 muestrala distribuciónde los tipos histológicosen los grupos

1 y II.

4.1. Gruoo 1: Displasiasy tumoresbenignos

Veintiséis nódulosfuerondisplasias:2 epiteliosis, 1 ectasiaductal, 3 papilomatosisy 20

hiperpíasiaslobulares.Ochentatumoresfueronneoplasiasbenignas:47 adenomascomplejos,

5 fibroadenomas,24 tumoresmixtos benignos,2 tumoresmixtos benignosde malignidad

“borderline’~ y 2 angiomas.

Las diferenciasencontradasen las característicasclínicascomoel ritmo de crecimiento,

la adherenciaa planos profundos,la ulceraciónde la piel y el tamañodel tumor de los

diferentestipos histológicosbenignosno han sido significativas.

4.2. GrupoII: Tumoresmalignos

4.2.1. Tipo histológico

Hemosencontrado30 carcinomasde tipo simple y 17 de tipo complejo. Nuevetumores

hansido tumoresmixtos. No hemosobservadodiferenciassignificativasentrelos carcinomas

de tipo simple, los complejosy los tumoresmixtos conrespectoal ritmo de crecimiento,la

adherenciaapinosprofundos,la ulceracióndela piel, el tamañodel tumor, ni la afectación

ganglionar.

En 18 tumoresbenignosy en 13 malignoshemosobservadoheterogeneidadhistológica,

incluyendo los 11 tumoresen los que se observaronáreas de malignidad y benignas

conjuntamente.
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4.2.2. Grado de malignidad

El grado histológico de malignidad fue determinadoen 60 tumores. Doce tumores

presentabangrado1, 27 gradoII y 21 grado111. El gradohistológicode malignidadno se ha

relacionadode maneraestadísticanientesignificativa con el tamañotumoral, el ritmo de

crecimiento,la adherenciaa planosprofundos,ni la ulceraciónde la piel. El valor de P en

de todaslas conparacionesfue > 0,05. Asimismono seobservarondiferenciassignificativas

en los gradoshistológicosde malignidadentre los tipos histológicossimples,complejosy

mixtos.

El gradonucleardemalignidadfuedeterminadoen 60 tumores.Seistumorespresentaban

grado 1, 30 grado II y 24 grado III. No seobservandiferencias significativas en esta

característicahistológica en relación al tamaño tumoral, el ritmo de crecimiento, la

adherenciaa planosprofundos,ni la ulceraciónde la piel. Tampocose observandiferencias

entrelos tumoressimples,complejosy mixtos.
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DISPLASIAS

TUMORES

BENIGNOS

TOTAL

TUMORES

MALIGNOS

TOTAL

¡] Tipo histológico

Epiteliosis

Ectasiaductal

Papilomatosis

Hiperpiasialobular

Adenomacomplejo

Fibroadenoma

Tumor mixto benigno

Tumor mixto benigno

“borderline’

Angioma

Carcinoma“in sitia”

Adenocarcinomatubular

Adenocarcinomapapilar

Carcinomasólido

Carcinomade células fusifonnes

Carcinomade célulasescamosas

Carcinoma

Sarcoma

Mixto maligno

Tabla6. Tipos histológicosdedisplasiasy tumoresbenignosy malignos.No sehan incluido

5 tumoresdiagnosticadosmedianteexamencitológico.

N<’ de tumores

2

1

3

20

47

5

24

2

2

106

GRUPO

1

=

GRUPO

II

=

6

t9

9

4

3

4

2

4

9

60
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DLSCTJSION

En este capítulo presentamoslos datos clínicos e histopatológicosde 102 perras que

presentabannódulosmamarios.Sehan incluidoen el estudiodisplasiasmamarias,que sehan

encuadradoen el grupo 1 de displasias y tumores benignos, por lo que en ocasiones

mencionamosnódulosmamarioscuandohacemosreferenciatambiéna displasias.

La incidenciade los TMC aumentacon la edad(Brodey & Goldschmidt, 1983; Theilen

& Madewell, VCM). Asimismo con la edad,aumentael riesgode desarrollode neoplasias

malignasconrespectoalasbenignas(Misdorp, 1988).En nuestroestudio,el comportamiento

clínico así como las característicashistológicasde los tumoresmamariosen las perrasde

mayoredad,sonsignificativamentede mayoradversidadqueen lasperrasmásjóvenes.Este

resultadoestáen contrade lo observadopor otros autores(Else& Hannant, 1979; Priester,

1979). Sin embargo,en otrasinvestigacionesrealizadasconperrasbeaglesse señalaque los

tumoresbenignosaparecena unaedadmástempranaquelos tumoresmalignos(Tailor, 1976;

Moulton, 1986).Ademásnuestrosresultadoscoincidencon los obtenidospor Helímény col.

(1993) que indican que la edadse relacionacon un pronósticoadversoen los TMC. Una

posibleexplicacióna estefenómenopodría serquea mayor edadexiste mayor exposición

a los factorescarcinogenéticospuestienelugara lo largode los años, ya que en la perrala

actividad ovárica continúa durantetoda la vida (Schneidery col., 1969). Además, las

alteracionesdel ADN puedenllegar a acumularse(Kitchell, 1993). Por otro lado, la

capacidadde reparacióndel ADN (Oppenheimer,1985) y la respuestadel sistemainmune

disminuyencon la edad(Kitchell, 1993).

Segúnalgunosestudios,existepredisposiciónracialal desarrollode TMC. Sin embargo,

los diversosautoresno seponende acuerdoen señalarcualesson las razasmássusceptibles.

Así, se indicafrecuentementequelas razasdecazasonmássusceptiblesqueotras(MacEwen

& Withrow, 1989). En nuestro trabajo no hemosrealizadoun estudio de este tipo con

respectoa la raza, ya que creemosque la población incluida no es representativade la

poblacióncaninaespañola.
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SegúnMisdorp (1988)la ovariectomíareduceel riesgode apariciónde TMC si se realiza

antesde los 2,5 añosde edad,pero si serealizaposteriormente,reduceel riesgode tumores

benignos,no el de malignos.En las perrasde nuestroestudio,y teniendoen cuentaque la

ovariectomíafue realizadaposteriormentea los 2,5 años, comprobamosque éstaretrasala

edad de presentaciónclínica de los TMC, pero no se relacionacon la presentaciónde

tumoresmalignoso benignos.En nuestraopinión, la reducciónde los niveleshormonalestras

la ovariectomíarealizadadespuésde los 2,5 añospuededisminuir la proliferaciónde células

transformadaso en estadiosintermediosde transformación.Además,el hecho de que la

ovariectomíatraslos 2,5 añosno previeneel desarrollodetumoresmamariosmalignosindica

que el momento decisivo en la carcinogénesises antes de los 2’5 años de edad,

independientementede que la transformaciónmalignase hayacompletadoo no.

Por otro lado y con respectoal papel de las hormonasováricasen los TMC, puestoque

en la gran mayoría de las metástasisno se detectan receptoresde hormonasováricas

(Rutteman,etal. 1988),esprobablequeel tratamientoanti-hormonalno impida el desarrollo

de metástasisen la mayoríade las perrasoperadasde tumoresmamariosmalignos.

La presentaciónclínicade los TMC es muy variable,ya quepuedenser ]esionessimples

o múltiples. En nuestroestudio, un 58% de los casos presentabamás de una glándula

mamariaafectaday en un 66% de estosanimales,eran tumoresdiferentes,mientrasque en

un 33% se tratabade un único tumor queinvadíavarias glándulas.La multiplicidad de los

TMC señalada tradicionalmente por otros autores (MacEwen & Witrhow, 1989),

normalmenterepresentalesionesdiferentesde naturalezabenigna,majignao ambas,por lo

que en estoscasos, todaslas lesionesdebenser remitidasy analizadashistológicamente.

Las característicasclínicas tumoralesque indican malignidadtalescomoel crecimiento

rápido,el presentargrantamañoy la adherenciaaplanosprofundosaparecíanconjuntamente

en los tumoresde nuestroestudio,de forma estadísticamentesignificativa. De todos estos

factores,la adherenciaa planosprofundosinfluye en el tratamiento,puestoquees resultado

de un crecimientoinfiltrativo y puedepor tanto,dificultar unaexcisiónradicaldel tumor. Sin

embargo,todos los factoresmencionados,tambiénaparecenen algunostumoresbenignos,

lo quenosmuestrala dificultad quesuponeel predecirel comportamientotumoral mediante
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las característicasclínicasexqlusivamente.Es necesariorealizar un estudiohistopatológico

puesaunquemediantecitología no se observencaracterísticasde malignidadtumoral, esto

no excluye la presenciade un tumor maligno en muchosTMC (Alíen y col., 1986). Por

tanto, el clínico debetratar todos los TMC comopotencialmentemalignos;o bien obtener

datosconvincentesde su naturalezahistológica.El tratamientoquirúrgico no deberetrasarse

en ningúncasoy el gradode escisiónquirúrgica, tancontrovertido(Alíen y Mabaffey, 1989)

debeser extensodejandosiempreun amplio margen.

En nuestroestudiono hemosincluido ningún tumor anaplásico,ni tampocola entidad

clínica denominada“mastitis carcinomatosa”,que presentaunas característicasclínicas

diferentesa las de los tumoresincluidos en el presentetrabajo.

La hipertroflaganglionarobservadamediantepalpación,esun datoclínico de interésque

puede ser el resultadode un estromainflamatorio tumoral o bien consecuenciade la

metastatizacióndel tumor vía linfática. En el último caso,no sólo se manifiestael aumento

de tamañoya que en nuestroestudio, el aumentode la consistenciaganglionares un dato

constanteen la mayoría de los casos con afectación tumoral metastásicaconfirmada

histológicamente.

En los tumoresmalignos,la ulceraciónde la piel seha relacionadocon todasaquellas

característicasasociadasa un mal pronósticocomo crecimiento rápido, gran tamaño,

adherenciaa planosprofundosy afectaciónganglionar.En nuestroestudio, la ulceración,

tambiénasociadaa un mal pronóstico(Theilen y Madewell, 1987), ha sido la característica

clínicaconmayor significaciónmaligna.

Ningunade lascaracterísticasclínicase histológicasestudiadasha sidosignificativamente

diferenteen los distintastipos histológicosencontrados.

Para finalizar este capítulo nos gustaríadestacarla ulceración de la piel, el tamaño

tumoral y la adherenciaa planos profundos como indicadoresclínicos de malignidad

estadísticamentesignificativos, siendo ademásdatos clínicos fácilmentedetectablesen la

exploracióndel animal.
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INTRODUCCION

Las alteracionescromosómicasque tienenlugar durantela carcinogénesis,con

frecuenciamodificanel contenidodel AUN de las célulastuniorales.Estoscambios

puedendetectarsemediantecitometríade flujo (FCM) (Barlogie y col., 1983), ya

queconesta tecnicapodemosconocerel contenidode AUN nuclearde las células

quese encuentranel fase~ del ciclo celular medianteel denominadoIndice de

ADN (lA). Por otro lado, es posibleestablecerla proporción de células en faseS

del ciclo celular mediante la denominadaFracción de FaseS (SPF) (Merkel y

MacGuire, 1990; Vielh y col., 1991).

En esteestudiohemosdeterminadola ploidía del ADN y la fracción de células

en fase 3 mediantecitometríade flujo en displasias,tumoresmamariosbenignosy

malignosen la especiecanina.

MATERIAL Y METODOS

1. Animales y examenclínico

Hemosempleado54 perrasconedadescomprendidasentre5 y 13 años,conuna

media de edad de 10 años, que acudierona las Consultas de la Facultad de

Veterinaria de Madrid. En el momentodel examenclínico seis perrasestaban

ovariectomizadas.Respectoa la raza, un 44% eranperrasmestizas,mientrasque

un 56% eran razaspuras. La mayor frecuenciade presentaciónen las razaspuras

correspondióal pastoralemán(17% del total).

En todos los animalesobjeto de nuestroestudiorealizamosunaanamnesisy

exploraciónclínicadescritasen el capituloanterior. El estadioclínico del paciente

se establecióutilizando el clásico sistema TNM (Owen, 1980) considerandola

afectaciónganglionarcuandofueconfirmadahistológicamente.Estesistemaclasifica

los animalesenfermosen estadio1 (local); estadioII (local avanzado);estadio III
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(regional);estadioIV (de enfermedaddiseminada).

Posteriormenteal tratamientoquirúrgico,llevamosacaboun seguimientoclínico

de los animales que consistió en el examenclínico completo, exploraciónde las

glándulasmamariasy gangliosde drenajey radiografíastorácicas,cada3 meses.

Los animales fueron reseñadosmediante el sistema descrito en el apartado

antenor.

2. Tratamiento quirúrgico y toma de muestras

Tratamientoquirúr2ico

Basándonosen el estadioclínico del tumor, el estadogeneraldel animal y la

opinióndel propietario,se llevó a cabola resecciónquirúrgicade las neoplasiasen

SI animales,todos ellos libres de metástasisdistalesdesdeel puntode vistaclínico

y radiológico. Las muestrasse obtuvieron rápidamentetras la cirugía y fueron

procesadasparacitometríade flujo ehistopatologíasegúnse refiereen los próximos

párrafos.

Los tumores,fueron reseñadosmediante el sistema descrito en el apartado

antenor.

Obtenciónde materialmetastático

Tres animales presentabanun estadio clínico IV (evidencia de metástasis

pulmonares), en losqueel tumor primariohabíasido intervenidoanteriormente.En

2 dc ellossepracticóunacirugíapaliativapor lo que solamenteanalizarnoslesiones

locales(1 benignay 1 ¡nalignarespectivamente),enel otro casoel tumor se obtuvo

despuésde la necropsia.

En el seguimientoclínico, uno de los animales con un estadioclínico loca]

presentómetástasispulmonaresque fueron posteriormenteobtenidasdurante la

necropsiapara su análisis. En otro caso, con estadiolocal (recidiva local) en el

momentode la presentaciónen nuestrasconsultas,las muestrasobtenidaspara

citometríade flujo fueronel tumorprimarioen parafina,operadoanteriormente,así
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como muestraspulmonaresy hepáticasde las metástasisdetectadasdurante el

seguimientoclínico.

Durantela intervenciónquirúrgicay/o necropsia,en su caso,el tejido tumoral,

y en algunoscasostejido mamariosanoextirpado, se recogióen hielo picadohasta

su posteriorseccionado.

Posteriormente,y en un tiempono superioramediahora, realizamosla partición

de los tumores.Las muestrasse obtuvieronde zonasdel tumor que no presentaban

necrosisni hemorragiasy fueron seccionadasen partes de 0,5 cm de diámetro

aproximadamente.Una vez cortadas, las muestrasse sometierona congelación

rápida en nitrógeno líquido y fueron conservadasa -70<’ C. De cada tumor se

conservaronpor término medio 4 piezas.

De la zonaadyacentea la toma de muestrasanteriormentecitada, así comode

otras zonasdel tumor, se tomaronmuestraspara el estudio histológico, que se

conservaronen unasoluciónde formol tamponadoal 10%.

3. Estudio histológico
Las muestras fijadas en formol taniponado se procesaron según técnicas

rutinariasdel laboratoriode AnatomíaPatológicay se incluyeronen parafina.

El diagnóstico histológico se realizó en cortes de 3-4 ~m teñidas con

hemaxoxi]ina-eosina,de acuerdocon la Clasificación de Tumores en Animales

Domésticosde la OrganizaciónMundial de la Salud(Hampey Misdorp, 1974).

Los tumoresseclasificaronde acuerdoal tipo histológicopredominanteen la

preparacióny, con el fin de relacionar los resultadosde la citometríade flujo,

fuerondenominadosheterogéneosu homogéneosdependiendode la presenciao no

de áreashistológicamentediferentes.Asimismo,sedeterminóla proporciónrelativa

de componentesepitelial, mioepitelialy conjuntivomedianteel cálculo aproximado

del porcentajede tejido ocupado en cadapreparaciónpor estos componentes

respectivamente.

En todos los tumoresmalignosanalizadossedeterminóel gradohistológico de
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malignidady el gradode malignidadnuclearsegúnla descripciónde Misdorp y Han

(1976), estableciéndosetresgradosde malignidadhistológicay nuclear.

En los casosde afectaciónmamariamúltiple, hemosconsideradocomo tumores

diferentesa aquellosque estabanseparadosmacroscópicamente,aunquefuerandel

mismo tipo histológico.

Treintay cuatroperraspresentabandisplasiasy/o tumoresbenignos;28 perras

presentabanal menosun tumor malignoy 8 de estas28 perraspresentabana su vez

displasiasy/o tumoresbenignos.

4. Citometría de flujo

4.1. Procesado de las muestras

Ochentay cinco muestrasde tumoresbenignosy malignosprimariosasí como

cinco de metástasisregionalesy dos distales fueron descongeladasa 20<’C y se

trituraroncon la ayudade unacuchilla. Posteriormente,seprepararonsuspensiones

nuclearesen unasolución de citrato tamponado,como se describea continuación:

En 800ml de aguadestiladasedisolvieron85,5g de sacarosa(250mM) y 11,76

g de citrato trisédico (4OmM) (Merk), posteriormentese añadieron SO ml de

dimetilsulfóxido(Merk) y seañadióaguadestiladahastaun volumentotal de 1.000

ml ajustándoseel pH a 7,6.

Lassuspensionessedispersaronmediantedigestióncontripsina,segúnel método

descritopor Vindelov y col. (1983), tratando las muestrascon tripsina (T0134,

Sigma>, inhibidor de tripsina (T9253, Sigma) y ribonucleasaA (R4875, Sigma).

Despuésde la digestión, fueron teñidascon loduro de Propidio (SigmaChemical

Co., St. Louis, MO).

Con el material tumoral conservadoen parafina, se realizaronseccionesde la

muestra de 50 ~m y a partir del tejido desparafinadopreparamosla suspensión

medianteun tratamientoconpepsinaal 0,5% (SigmaNo. P7000;Sigma)en solución

salina durante30 minutos y posteriorrehidrataciónen unaserie de solucionesde

alcoholetílico siguiendoel procedimientodescritopor Hedley y col. (1983).
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4.2. Análisis mediante citometría de flujo

El contenidode ADN de las muestrastumoralesfue analizadoen un citómetro

de flujo FACScan (Bencton & Dickinson, Mountain View, CA, USA), en el

Department of Pathology of the University Medical Centre, Leiden. Para las

medicionesseemplearonlos filtros estandarizadosparala emisión y mediciónde la

florescenciadeliodurodepropidio.Comolíquidodelavadoempleamosaguafiltrada

y desmineralizada.

4.2.1. Estandares

Las suspensionesfueron analizadascon y sin la adición de estandares.Las

suspensionesestándarempleadasfueronlas siguientes:

Comoestándarexternoseemplearoneritrocitos de pollo en todaslas muestras

analizadas,que sirvieron de referenciapara definir la población diploide de la

muestratumoral, en basea la relaciónque debeexistir entreel pico G01 de los

eritrocitos de poiío, con un contenido de ADN conocido, y el pico ~ de la

poblacióncelularconsideradacomodiploideconun Indice de ADN (lA) entre2.10

y 2.35.

Como estándar¡memo se emplearoncélulas de riñón de perro preparadasa

partir de muestrasde riñones caninos histológicamentenormales,mantenidasen

congelación,y cuyassuspensionesseobtuvieronmedianteel método de Vindelov

(1983). El empleo del estándarinterno no fue necesarioen todas las muestras,

solamenteen aquellasen las queaparecíandos picos G<’,~ en el histogramacuyos

Indicesde ADN se encontrabanen el rangoestablecidocomonormal paracélulas

diploidesde perro (lA: 2.10-2.35).Si despuésdela adicióndel estandarinternouno

de los picos incrementasu altura, indica que correspondea células diploides

mientrasqueel otro esconsideradocomoaneuploide.
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4.2.2. Mediciones

Cadasuspensiónseanalizó una mediade 2,5 veces(entreuna y cuatro veces)

y cadaanálisis incluyó un promediode 10.000células.

2 Ante la presenciade resultadosdiferentesentre dos determinaciones(n =9),

realizamosunanuevasuspensióna partir de la muestracongeladay repetimoslos

análisisun promediode 2 veces,parapoderestablecerla posibleheterogenicidadde

las muestrastumorales.

4.2.3. Definición de oloidía del AUN

La representaciónde las suspensionesnuclearesmediantecitometríade flujo se

obtieneen forma de histogramasuni-dimensionales.En un histograma,el número

de célulasteñidasestásituadoen el eje vertical. La intensidadde fluorescenciaes

recogida en los diferentes canales del citómetro, que en el histogramaestan

representadosen el eje horizontal.

La ploidíadel AUN de las célulastumoralesse determinamedianteel Indicede

ADN, que sedefinecomola relacióno el cocienteentreel númerodel canaldonde

se registra la fluorescenciade la muestra (pico G<’1) y el número del canal

correspondientea las células diploides (pico G<’1 de los eritrocitos de pollo o

estandardexterno).

En los análisis realizadoscon materialdesparafinado,la presenciade dospicos

G01 en el histogramase considerapor definición (Ruttemany col, 1988) como

hipcrploidía, considerandoel pico situadoen la izquierdadel histogramacomo el

correspondientea la población celulardiploide.

Los tumoresen cuyoshistogramasapareceun solopico G01 y cuyos Indicesde

ADN resultaron,por tanto, igualesa 1.00 seconsiderandiploides.Los tumoresen

los queaparecenpoblacionescelularescuyos LA son distintosde 1.00se consideran

aneuploides.
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A su vez, las poblacionesaneuploidesy por tanto los tumoresaneuploides,se

han clasificadoen función de su JA en:

a~ PoblaciónhiDoDiolde, cuandopresentaun lA inferior a 0.96. Si la población

era significativa con respectoal número total de células analizadas,el tumor fue

consideradocomohipoploide.

b~ Población hinerpiolde, cuando presentaun lA superior a 1.04. Si era

significativa,el tumor fue consideradocomohiperploide.

c’ Población tetraDiolde, cuandopresentaun JA en el rango de 1.90- 2.10,

clasificándoseel tumorcomo tetraploidesi la poblaciónera significativa.

Cuando en un histograma se identificaron más de una población celular

significativaaneuploideel tumor fue consideradocomomuIilpirn~.

4.2.4. Determinaciónde la fracciónde célulasen faseS ISPR

Hemosdeterminadola fracciónde célulasen faseS en 72 tumoresbenignosy

malignos.

Paraello empleamosel programaMODFIT, queestimala SPFen el histograma

como la raíz cuadradadel área del rectánguloentre el pico <%~ y el pico Ci-,

(Bagwell, 1989).En los tumoresdiploidescabeesperarque la presenciade células

normalesinterfieraenel cálculode la SPF.En los tumoresaneuploidesde la especie

canina,lospicosaneuploidessuelenlocalizarsecercanosal pico diploide,por lo que

también en ocasionespuedencontener células normales.Con el fin de poder

compararconjuntamentetumoresdiploides y aneuploides de una forma lo más

homogéneaposible,en los tumoresaneuploides,hemoscalculadola SPFtota], es

decir la correspondientea la poblaciónaneuploidey a la diploide, exceptoen das

tumores en los que empleamosla SPF correspondientea la población celular

predominante(>80%)ya que la poblacióncelular restanteera muy pequeñay el

valor de SPFeradifícil de estimar.

La fracción de fase S fue determinadamanualmenteen 5 casas,debido a la

presenciade escotadurasa nivel de la transición de G<’1 y la fase S, detritos o
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dobletes de los estandares que alteraba el cálculo del programa.

Para la comparaciónde los resultadosde la fase S y las variables clínicas e

histológicas los tumores fueron clasificados en dos grupos, diploides versus

aneuploides.Estaclasificaciónse realizó debidoaque en los tumoresaneuploides,

el cálculode SPFlógicamentees másdifícil queen los diploidesy menospreciso.

4.3. AnálisIsestadístico

Paraconocersi las diferenciasencontradasentrelosgruposeranestadísticamente

significativas seemplearonlas pruebasdel Chi2 y de Fisher. Las diferenciasentre

las medianas de las variables cuantitativas fueron estudiadasestadísticamente

mediante la prueba de Wilcoxon. Consideramos que las diferencias eran

significativascuandolos valoresobtenidosde P eranmenoreso igualesa 0,05.

RESULTADOS

1. Distribución de la ploidía del ADN en los tumores mamarios

caninos

1.1. Generalidades

Dc las 85 muestrastumoralesanalizadashemosobtenidoresultadosóptimosen

83, ya queen dos tumoresbenignoslos histograinasfuerondesechados.Por otro

lado, un tumor mixto benignoy una metástasisganglionarde un carcinomade

células fusiformes fueron eliminados del estudiodebido a que la proporción de

célulastumoralespresentesen el cortehistológicoera reducida(<10%)
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Por tanto, en un total de 82 tumoresobtenidosde 53 casoslos resultadosfueron

incluidos en el estudio.Estostumoresfueron clasificadosen dos grupos:

A) Disulasiasy tumoresbenignas.En este grupa se incluyeron49 disptasiasy

tumoresbenignos,así comotumoresde malignidadcelular “borderline” obtenidos

de 33 perras.

B) Tumoresmalienos.Formadopor 33 tumoresprimariasobtenidosde 28 casos,

incluyendoel tumorprimariocuyamuestrafue conservadaen parafina(casoC019).

En este caso, asf como en el C021 (figuras2 y 3) se analizaron las metástasis

distaleshepáticasy pulmonares.En el C019,el lA fue 1.49en el tumor primario

y 1.42en hígadoy pulmón respectivamente.En el C021,el lA en el tumor primario

fue 1.0, mientrasqueen las metástasispulmonaresaparecidasduranteel seguimiento

fue 1.5.

Como indicativo de la validez del análisis citamétrica hemosobtenido unos

coeficientesde variaciónde los picosG0,1 de lascélulasdiploidesen 200 análisisde

2,5 ±0,08 (valor de la media±error estandard)y de 3,4 ±0,18 en las células

aneuploidesobtenido en 53 análisis.
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Fig. 1. Hisrograma de un rumor mixto
benignoe hiperpiasiatobular.
Diploide. Caso fló: ~ ~

Contenidode ADN

Fig. 2. Hisrograma de un carcinoma de
células fusiformes.
Diploide. Caso n0: C021 LS

Fig. 3. Histograma de la metástasis
pulmonar del nimor anterior.
Aneuploide: hiperploide (lA: 15¾

-
Ák Ib.
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1.2. Distribución de la ploidía del ADN

A) Displasias y tumores benignos

En cuarentay nueve lesionesanalizadas7 presentaronpoblacionescelulares

aneuploides,lo que suponeuna frecuenciade aneuplaidíadel 14,3 %. En la tabla

1 se muestrala distribuciónde los Indicesde AUN (lA) en las 7 lesionesbenignas

aneuploides.

N0 de Caso/Lesión TIPO HISTOLOGICO lA

CaS R4 Hiperpiasialobular 1.08

COl 1 LS Adenomacomplejo 0.94

COiS LA Mixto benigno 1.08

C031 L3 Adenomacomplejo 1.21

COSOR2 Adenomacomplejo 1.65

C060 R3 Mixto benigno 1 .26

C061 R4 Hiperpiasialobular 1.12

Tabla 1. Grado de aneuploidíaen los tumoresbenignosaneuploides.

B) Tumores malignos

Del total de 33 tumoresmalignosprimarios, 16 han sidoaneuploides,siendola

frecuenciade aneuploidíadel 48,5%

La incidenciade aneuploidíaha sido significativamentesuperioren los tumores

malignoscon respectoa los benignos(P C 0,001).
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Tres neoplasiasmalignasse consideraronmultiploidesdebido a la presenciade

dos o más picos aneuploidesen el histograma.En uno de estos 3 tumores(C059)

(figura 9) el pico hiperploidepresentabael doble contenidode ADN que el pico

hipoploide(0.74 y 1.44).

Cinco tumoresmalignospresentanpicos hipoploides,con los siguientesIndices

de AUN: COL RS (figura 4), lA: 0.83; C03 LS, LX: 0.79; C034 R3, lA: 0.93;

C059 L2 (figura 9), lA: 0.74 y C066 L2-4 (figura 5), lA: 0.8.

Seis tumoresaneuploidespresentanIndices de AUN próximos a la diploidía,

entre1.09 y 1.2: C02 R2-3, LA: 1.14; C04 LS, LA: 1.10; C08 R2, LA: 1.05, 1.14;

C09 R3, lA: 1.10; C024 LS (figura 7), lA: 1.26 y C057 L3, LA: 1.12.

Cuatro tumorestuvieron picos hiperploides:C019 R4, LA: 1.49; C028 LA

(figura 8), lA: 1.40, 1.85; COSO RS (figura 6), LX: 1.57; C059 L2, LA: 1.44.

Dostumoresfuerontetraploidesal presentarpicosaneuploidescon LA próximos

a 2, C052 RS, IA:1.99 y COLS R5, lA: 2.23.

En la figura 10 se representala distribución de los Indices de ADN en 33

tumoresmalignosanalizados.

C) Ploidíadel ALDN en neoplasiasmúltiples

En 20 casos se presentarontumores múltiples, consideradoscomo lesiones

primariasdiferentesen basea las característicasclínicase histopatológicas.

Hemosobservadoqueen nuevede estoscasos,los ¡A de los distintos tumores

diferíanentresí. Tresde estosnuevecasospresentabansólo tumoresbenignos,otros

tres animales tenían benignos y malignos conjuntamentey tres perras tenían

malignossolamente.En otros dos casos,los lA de unalesión proliferativabenigna

y de un tumor malignoconcurrentefueronmuy parecidos(1.65 y 1.57y 1.08y 1.05

+ 1.14, respectivamente).

Los nueve casos restantescon tumores múltiples, fueron diploides, cinco

animalestuvierontumoresbenignos,trescasospresentabanbenignosy malignos y

un casomalignosexclusivamente.
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Fig 4. Histogramade un adenocarcinomatubular simple.

Aneuploide: hipoploide (lA: 0.83). Cason0: CO! RS

Fig 5. Histogramade un adenocarcinomatubularsimple.

Aneuploide: hipoploide (lA: 0.8). Cason0: CC)66 U.

4C
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1
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Fig 6. Hisrogramade un adenocarcinomatubular simple.

Aneuploide:hiperplo¡de(lA: 1.57). Cason0: COSO RS.

.ac

Fig 7. Histogramade un carcinomasólido simple.

Aneuploide: hiperpiolde(LX: 1.26). Cason0: C024LS.
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Fig 8. Histogramade un adenocarcinomatubularcomplejo.

Aneuploide: multiploide (lA1: 1.40; lA,: 1.85).Caso n
0: CO2S LA.

Fig 9. Histogramade un carcinomasólidosimple.

Aneuploide:tetraploide(1A~: 0 74, 1K 1 44) Caso n0: C059 L2.

4:
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DE LINEAS CELULARES
20

u
1.0 1.2

INDICE DE ADN

m m. m
1.4 1.6

m —- —
1.8 2,0 2.2

Figura 10. Distribución de los LA en 33 tumoresmalignosanalizados

1.3. Relaciónde la ploidía del ADN con el estadiajeclínico

A) Displasiasy tumoresbenignos

No hemos encontradouna relación estadísticarnentesignificativa entre el

contenidode ADN celular y el tamañodel tumor.

Cinco de los 7 casosque presentabantumoresbenignosaneuploides,presentaban

a su vez otros tumoresmalignosmamariosy no mamarios,un carcinomaov~uico,

un tumor venéreotransmisibley carcinomasen otrasglándulasmamarias.

En la tabla 2 se muestrala distribución de la ploidía del ADN en displasiasy

tumoresbenignosen relaciónal tamañotumoral.

15

lo

D

o I—
0.8
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.1 Tamaño

TI

TOTAL

N0 de tumorffi

25

49

Diploides

21

42

Aneuploide

4

7

12 10 8 2

13 14 13 1

T2 7 2 5

T3 12 5 7

TI

TOTAL

1

1

14

33

lo

17

4

16

Tabla2. Distribución de la ploidía del AUN en relación al tamaño tumoral en 49

displasiasy tumoresbenignosy en 33 tumoresmalignosprimarios
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1
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1
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B) Tumores malignos

B.1. Ploidía en relación con el estadioclínico

De un total de 28 casos en los que se analizaron tumores malignos, la

distribuciónde la ploidía en relaciónal estadioclínicoen el momentodel diagnóstico

ha sido la siguiente:

1. Estadiolocal: 22 casospresentabanun estadioclínico local. De los 27 tumores

analizadosde estoscasos,13 fueronaneuploidesy 14 diploides.

2. Estadiolocal avanzado:Ningún casopresentabaun estadiolocal avanzado.

3. Estadio regional: Cinco casos tuvieron un estadioclínico regioñal. Se

analizaron5 tumoresy 3 de ellos resultaronaneuploides.

4. Estadiode enfermedaddiseminada:En los casosquepresentabanenfermedad

diseminadaen la primeraconsulta,no seobtuvomaterialmetastásico.Solamenteen

un caso en el que mediantecirugía paliativadel tumor mamario existenteen el

momentode presentaciónen la consulta,seanalizódichaneoplasiamalignaque fue

aneuploidecon un Indice de AUN de 1.26.

B.2. Ploidíaen relaciónal tamaho tumoral

De los 33 tumoresmalignosprimariosanalizados14 presentabanun tamañoTI,

de ellos 10 resultarondiploidesy 4 aneuploides.SietetumoresfueronT2 y de ellos

2 erandiploidesy 5 aneuploides.El númerototal de tumores13 fue 12, 5 diploides

y 7 aneuploides.En la tabla2 semuestrala distribuciónde la ploidía del ADN en

los tumoresmalignosen relaciónal tamañotumoral.

No hemosencontradounarelaciónestadísticamentesignificativaentreel Indice

de AUN y el tamañotumoral. Mediantela pruebasde Chi2 y de Fisher se obtuvo

unaP > 0,05.
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1.4. Relación de la ploidía del ADN con las características histológicas

A) Displasiasy tumores benignos

Hemosobservadopoblacionescelularesaneuploidesen 7 displasiasy tumores

benignos.

Ochotumoresdeestegrupofueronheterogéneoshistológicamente,mientrasque

suscontenidosde ADN fueronhomogéneosal no presentarpoblacionescelularescon

diferenteploidía del AUN.

Dos tumores presentarondiferentes patrones de ploidía en las diversas

medicionesrealizadascon cadamuestray fueronconsideradosheterogéneosen su

contenido de ADN. Sin embargo, estos 2 tumores eran histológicamente

homogéneos.Por otro lado, otro tumor presentabaunapoblación celular diploidey

una aneuploide,mientrasquehistológicamenteerahomogéneo.

La tabla 3 muestrala distribución de la ploidía del AUN en las displasias,

tumoresbenignosy tumores“borderline”.

Señalamosfinalmentequeen el grupo de displasiasy tumoresbenignosno se

observarondiferenciassignificativasen la ploidíadel ADN segúnel tipo histológico.
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= _

Displasias

Papiloniatosisductal 1 1

Hiperpiasialobular 5 3

Tumores

mamarios

benignos

Adenomacomplejo ¡ 21 18 3

Fibroadenoma 2 2

Tumor mixto benigno 16 14

Angioma 2 2

Tumores

“borderline”

Tumor mixto

benigno =
=

=
=

Total
= =

Y0 de

tumores

49

Diploide

42

Aneuploide

7

Tabla3. Distribución de la ploidía del AUN

displasiasy tumoresbenignos.

en relación al tipo histológico en 49

B) Tumores malignos

B.1.. Ploidía del ADN en relación al tipo histológico

Dieciséisde 33 tumoresmalignosprimariosanalizadospresentabanpoblaciones

celularesaneuploides.

Seis de 11 adenocarcinomastubularesestudiadosfuerananeuploides.Los dos

carcinomassólidosincluidos en el estudiofueronaneuploides,uno de el]os tuvo un

picoconun lA de 1.26y el otro fue consideradomultiploidepuespresentódospicos

con Indices de AUN respectivamentede0.74 y 1.44.
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Los carcinomasdecélulasfusiformesanalizados(n= 2) hansido diploides.Uno

de estos tumores (C021) metastatizóa nivel pulmonar 3 meses despuésde la

intervenciónquirúrgica, presentandolas metástasisun Indice de ADN de 1.58.

Histológicamentelas metástasis fueron heterogéneas,observándoseáreas de

carcinomade célulasfusiformesy fibrosarcomatosas.

Siete tumoresmalignospresentabanheterogeneicidaden el contenidode AUN.

En seisde estoscasos,al realizarvarias medicionesde diferentessuspensiones,se

identificaronpicos aneuploidesG01 de pequeñotamañopero significativos además

de un pico diploide. De estos6 tumores, 3 fueronheterogéneoshistológicamente.

El caso restante,un tumor primario que afectabaa varias glándulas mamarias,

presentódiferente ploidía en las medicionesrealizadasen las diversasáreasdel

tumor, con Indicesde AUN de 1.0 y 2.23 respectivamente.

En la tabla 4 se muestrala distribución de la ploidía en los diferentestumores

malignosestudiados.

No hemosencontradodiferenciassignificativasen la ploidía del AUN entre los

diferentestipos histológicos.
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Tipo histológico N0 de

tumores

Diploides Aneuploides

Carcinoma“in sim” 5 3 2

Adenocarcinomatubular 11 5 6

Adenocarcinomapapilar 4 2

CarcinomasÓlido 2 2

Carcinomade células

fusiformes

2 2

Sarcoma 4 2 2

Tumor mixto maligno 5 3 2

Total 17 161

Tabla4. Incidenciade aneuploid(aen 33 tumoresmalignosprimarios.

B.2. Ploidía del ADN en relación al gradohistológicoy gradonuclearde

malIgnidad

Enlos tumoresmalignoshemosobservadoqueamedidaqueel gradohistológico

de malignidad y el grado nuclear aumentan, se incrementala proporción de

aneuploidíadel AUN, aúnqueestarelaciónno esestadlsticamentesignificativa. La

tabla 5 muestrala distribuciónde la ploidía en los tumoresmalignosen relación al

gradohistológicode malignidad y al gradonuclear.
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Gradohistológico

de malignidad

N” de

tumores

Diplo¡de Aneuploide

1 9 6 3

II 12 6 6

111 12 7 5

Gradonuclear N0 de

tumores

Diploide Aneuploide

1 4 3

II 16 10 6

III 13 6 7

Tabla5. DistribuciÓn de la ploidía del ADN en

malignidady al gradonuclear.

relación al grado histolÓgico de

1.5. Análisis de la ploidía del ADN en lasmetistasis

En un caso(C021)el contenidode AUN del tumor primario y de las metástasis

aparecidasduranteel seguimientofue diferente; mientrasel tumor primario era

diploide, las metástasispulmonarespresentanun LX de 1.5. Por el contrario, en el

caso C02, la ploidía de las metastasisganglionaresfue similar a la del tumor

primarioal ser los lA 1.14y 1.10respectivamente.En el C015 la ploidía del tumor

primarioeraheterogénea,siendolos Indicesde ADN de 1.0 y 2.23 y las metástasis

ganglionarestuvieron un lA de 2.28.

Unade las metástasisanalizadas(C021)eraheterogéneahistológicamenteaunque

la ploidía del AUN, valoradaen diferentesmediciones,fue siempre la misma. En

el restode metástasisanalizadasel contenidode AUN fue homogéneo(C02, COlS,

CO19).
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2. Determinación de la fracción de célulasen faseS (SPF)
2.1. Generalidades

Hemoscalculadola fracción de célulasen faseS en 72 tumores.Los valoresde

esta serie de neoplasiastienen una distribución no normal por lo que los datos

presentadosson las medianasy los rangosdevalores.

Por términomedio,el valor deSPFes mayoren 27 tumoresmalignos(mediana:

7,3%, rango: 2,1-18,5%)queen 45 tumoresbenignos(mediana:4,7%, rango: 1,6-

14,7%), siendoesta diferencia significativa cuandoincluimos los valores de los

tumoresdiploidesy aneuploidesconjuntamente(P < 0,05). Al compararsolamente

neoplasiasdiploidesla diferenciaentremalignosy benignosno fue estadísticamente

significativa.

A) Displasiasy tumoresbenignos

Hemoscalculadoel valor de SPFen 45 displasiasy tumoresbenignos,ya que

en 4 neoplasiasno pudodeterminarsedebidoa queenel histogramaaparecíanpicos

G~ asimétricoso dobletesde los estandares.

De estegrupo41 tumoresfuerondiploides,siendoel valor mediode SPF4,7%

con un rangode 1,6% a 14,7%.Cuatrofueronaneuploides,con un valor mediode

SPFtotal de5,8% y conun rangode3,5% a8,1%. Estevalor mediofue mayorque

el correspondientea los diploides,aunqueesta diferenciano fue estadísticamente

significativa.

B) Tumoresmalignos

La proporcióndecélulasen faseS ha sidodeterminadaen 27 tumoresmalignos.

ya queen 6 neoplasiasno pudocalcularsedebidoa la presenciaen el histogramade

picos G0,1 asimétricos,dobletes,o a la presenciade multiploidía, así como una

elevadapoblación<2 solapándoseen la zonacorrespondientea la faseS.

Quincetumoresfuerondiploides,con un valar de SPFde 4,1 % y un rangode

2,1% a 11,7%
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Doce tumores fueron aneuploides, siendo el valor de SPF de 8,2% con un rango

de 3,8% a 18,5%.

El valor medio de SPF en los tumoresmalignos aneuploidesfue superioral

correspondientea los diploides, siendo el número de díploides benignos muy

pequeño para poder establecer la importancia estadística dc dicha diferencia.

2.2. Relaciónde la SPFcon el estadiajeclínico

A) Displasiasy tumoresbenignos

En este grupo de neoplasiashemosobservadoque a medida que el tamaño

tumoral aumenta,se incrementael valor de SPF del tumor. Sin embargo; esta

tendenciano resultósignificativaestadísticamente.

B) Tumoresmalignos

B.1. SPFen relaciónal estadioclínico

Estadioclínico local Al teneren cuentatodoslos tumoresmalignos,aneuploides

y diploides,hemosobservadoqueen un total de 22 tumoresmalignosobtenidosde

19 casos que presentaban un estadioclínico local, la medianade SPFes de 4,8%

con un rango de 2,1% a 13,6%

Estadio clínico reuional De cinco casos que presentaban un estadioregional,se

analizaron cinco tumores, cuya mediana de SPF es 9,6% con un rango de 8,2% a

18,5%.La diferencia entre los valores de SPF de los tumores con estadiolocal y

estadio regional es estadísticarnente significativa (P < 0,05).
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B2. SPFen relaciónal tamañotumoral

En 25 tumoresmalignosprimariosel valor de SPFseincrementaal aumentarel

tamaño del tumor, aunque esta relación no alcanza el nivel de significación

estadística.

En la tabla 6 se muestrala distribuciónde los valoresde SPF en relación al

tamañotumoralen los tumoresbenignosy malignos.

Tamaño

tumores

SPF

(0k)

Rango

Displasiasy

tumores

benignos

TI 23 4,6 1,6-S.l

T2 10 3,5 2,6-12,1 ¡

T3

t~

12 5,7 1.8-14,7

Tumores

malignos

11 4,8 2,1-11,7

T
T2 ¡ 6 4,1 3,1-18,5

T3 10 9 3,3-13,6

Tabla6. DistribuciÓnde los valoresde la fases en relación al tamaño turnoral en 45

displasias y tumores benignos y en 27 malignos.
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2.3. Relaciónde la 5FFcan las característicashistológicas

A) Displasiasy tumores benignos

El adenoma complejo y la hiperpiasialobular son los tipos histológicosque con

mayor frecuenciapresentaronvaloresbajosde fracción de fase S, mientrasque las

dospapilomatosisanalizadastuvieronvalareselevadosde fase5. Sin embargo,la

relación entre el tipo histológico y el valor de SPF no es estadísticamente

significativa.

En los casos en los que la fracción de fase 5 fue calculadaen diferenteszonas

del mismo tumor, los valoresde dichas mediciones fueron similares. Así, en un

tumor mixto benigno los valores de SPF fueron 1,5%, 1,5% y 3,6% y en un

adenomacomplejode 8,2% y 6,1%, respectivamente.

B) Tumoresmalignos

Aunque se obtuvieron valores elevados de SPF en determinados tipos

histológicos, por ejemplo en los carcinomas sólidos, la relación entre el valor de

SPF y determinados tipos tumorales no ha sido significativa.

Asimismo, el grado de malignidad nuclear no se correlacioné de manera

estadísucamente significativa con el valor de SPF; sin embargo, el grado histológico

de malignidad se correlacioné significativamente con dicho valar (P < 0,05). La

tabla 7 muestra la distribución de SPF en relación al grado histológico de

malignidad y al grado de malignidad nuclear.
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Grado histológico rumorfl SPF (%) Rango

de malignidad iii

7 3,8 2.7-8,2

II 10 7,8 2,1-18,5

III lO 8,2 2,5-13,6

Grado nuclear N0 de SPF (%) Rango

tumores

1 4 4,4 3,0-5,8

II 11 8,2 2,1-18,5

III 12 7,8 2,5-13,6

Tabla 7. Distribuciónde los valores de

malignidad y al grado nuclear

SPFtotal en relaciónal grado

en 27 twnoTes malignos.

En trestumoresmalignosmetastáticoshemoscalculadola fracciónde fase5 en

el tumor primario y en la metástasis.En el caso C02, el valor de SPF ha sido

similar en el tumarprimaria y en la metástasis ganglionar; en el caso C02 1, en el

tumor primario fue 8,2% mientras que en la metástasis pulmonar 17,2%. En el otro

caso (COIS), el valor de SPF en la metástasis ganglionary en el tumor mamario

adyacente fue 9% mientras que en las masas tumorales que afectabana las otras

glándulas distales al ganglio, el valor fue diferente (7,4% y 2,8%).
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DISCTJSION

Como mencionamosanteriormente,durantelos procesosde transformacióny

progresióntumoralesseproducencon frecuenciacambioscuantitativosen el genoma

celular. Una pérdidao gananciade ADN del 596 puedeser detectadamediante

citometría de flujo empleandomaterial congelado,mientrasque si el material

empleado está incluido en parafinala sensibilidad de esta técnicaes menor(Merkel

y MacGuire, 1990; Rutteman y Corneisse,1991).

Comaprimera conclusión de este estudio, señalamos que hemos encontradouna

mayor incidencia de aneuploidía en tumores malignos que en benignos. La incidencia

de aneuploidía en tumoresmalignosobservadaennuestroestudioesdel 48,5%, que

coincide con lo señalado en otrostrabajosrealizadoscon tumoresmamarioscaninos

conservados en congelación: 52% (Heilmén y col., 1988) y 62% (Rutteman y col.,

1988). Por el contrario, nuestros resultados no coinciden con los obtenidos en un

trabajo realizado con tumores conservados en parafina, en el que la incidencia de

aneuploidía en tumores malignos fue de un 31% (18/58) y además los 14 tumores

benignos analizados fueron diploides (Scanziani y col., 1991). La diferencia entre

los resultados de Helimén y col. (1988), Rutteman y col. (1988) y los nuestros frente

a los obtenidos por Scanziani y col. (1991) puede deberse a que la citometría de

flujo con material en parafinaofrece resultadosmenosfiables que con material

congelado(Ruttemany Corneisse,1991). Por otro lado, el gradode desviaciónde

los Indicesde ADN observadoen los tumoresmamarioscaninoses relativamente

pequeñoen comparaciónal observadoen el cáncerde maniade la mujer (Helímén

y col., 1988; Ruttemany col., 1991), lo queaumentala posibilidadde error en la

clasificación de los tumoresal emplear la técnicacan material conservadoen

parafina, siendoéstano demasiadoprecisa.

En tumoresbenignos,displasiasy tumores“borderline” hemosencontradouna

incidenciade aneuploidíade 14,3%,quecoincidecon el 17,4% (Rutteniany col.,

1988)y 27% (HelImény col., 1988)obtenidosanteriormenteconcitometríade flujo
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en tumoresmamarioscaninos. Esta incidencia es mayor al 1 7o observadoen el

cáncerde maniaen la mujer (Beerman,1991). Estadiferenciase podríaexplicarsi

tenemosen cuentaquemediantecitometríade flujo puedendetectarsedeterminados

cambiosen el AUN, cambiospotencialmentemalignos,en tumoresmamariosde la

especie humana que no poseen todavía características histológicas de malignidad

(Cardiff y col., 1977). En el caso de los TMC, este potencial maligno podría

manifestarsesi dichas lesiones permanecen sin ser extirpadas quirtirgicamente

(Gilbertson y Kurtzman., 1983). Sin embargo,no se ha encuadradoningun tipo

tumoral en concreto como lesión premalignani en la especiehumana (van den

Vijver, 1993) ni en la canina(Misdorp, 1987), con la excepciónde los carcinomas

no invasivos en la especie humana.

Hemos encontradopoblaciones celulares lúpoploides en 5 de 33 tumores

malignosprimariosy en ¡ de 49 displasiasy tumoresbenignos.Nuestrosresultados

son similares a los obtenidosen otros estudiosrealizadosen tumoresmamarios

caninos (Helímén y col., 1988; Rutteman y col., 1988). Por el contrario, la

presenciade hipoploidíaen el cáncerde mania en la mujer es muy infrecuente,

siendoel valor promedioobservadoen 12 estudiosdel 2% (Frierson, 1991). Esta

diferenciapuedeindicar que la evolución de la ploidía tumoral de los tumores

maznaríasesdiferenteen la mujer queen la especiecanina.En la mujer la pérdida

de material cromosómicono suele dar lugar a hipoploidía detectadamediante

ciumuufr de flujo, aunquesí puedeser detectadamedianteanálisis citogenético

incluso en tumoresaparentementediploides; asimismo,la mayoríade los tumores

aneuploidescuandoson clínicaznenteevidentesya han pasado los procesosde

poliploidizacióny pérdidade cromosomas(Dutrillauxy col., 1991).

Es posible,y de acuerdocon Ruttemany col. (1988),queel cariotipo canino

constituidopor78 cromosomas,durantelos procesosde carcinogénesisy progresión

tumoralespueda sufrir pérdidasde material cromosómicosin que la célula sea

inviable. La menor repercusiónde las pérdidascromosómicas en la especie canina

sepodríaexplicarsi seconsideraseválidala hipótesisdequelosgenesquecodifican
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algunas funciones vitales celulares estan distribuidos de forma más dispersa en el

perro que en el hombre (Rutteman y col., 1988). Asimismo, los oncogenes

supresores, que son inactivados en el proceso de carcinogénesis en dos etapas (Femo

y col., 1992), podrían tolerar en el perro más lesiones cromosémicas sin llegar a ser

inactivados (Rutteman y col., 1988).

Además, la distribución de los Indices de ADNde las poblaciones tumorales en

el cáncer de mamaen la mujer es de tipo bimodal, con un agrupamientode

poblaciones celulares en la región diploide y un segundoagrupamientoen la región

hipotetraploide (Merkel y McGuire, 1988; Beerman y col., 1990; Femé y col.,

1992). Por el contrario, en nuestro estudio y de acuerdo con Rutteman y col. (1988)

y Helímén y col. (1988) la desviación de los Indices de ADN aneuploides de la

región diploide es muy limitada y no se observa el agrupamiento de poblaciones

celulares en la región hipotetraploide.

En nuestro estudio tres tumores malignos presentaban multiploidía y sólo en uno

de estos tumores el valor del segundo pico aneuploide fue el doble del primero, lo

que indica que la segunda línea celular puede haberse generado mediante

poliploidización (Hiddeman y col., 1986).

Por tanto, podemos establecer que la evolución de la ploidía en los tumores

mamarios caninos difiere de la del cáncer de mamaen la mujer, donde se ha

demostrado que un mecanismo frecuente en la transformación maligna es la

pol~¡oidización seguida dc la pérdida de cromosomas (Shackney y col, 1989).

Al igual que otros autores (Helimén y col., 1988; Rutteman y col,, 1988) en

tumores mamarios caninos, no hemos encontrado diferencias significativas en la

ploidía del ADNen tumores de diferente tamaño, ni tampoco entre tumores que

habían metastatizado a nivel regional y tumores que presentaban un estadio local. En

la mujer, los resultados obtenidos a este respecto son contradictorios(Frierson,

1991).

Asimismo, no aparecieron diferencias significativas en la ploidía entre tumores

de diferente tipo histológico o diferentes grados de malignidad nuclear, lo que
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coincidecon lo descritoai?teriormentepor Ruttemany coL (1988). Porel contrario,

en la mayoría de los estudios realizados en el cáncer de mamaen la mujer se señala

que los tumores con un elevado grado de malignidad histológica, medida en base al

grado de polimorfismo nuclear (Frierson, 1993), presentan mayor incidencia de

aneuploidía y alejamiento de la zona diploide (Frierson, 1991). En los tumores

aneuploides caninos el grado de desviación de la zona diploide es mínimo quizá

debido a que el polimorfismo nuclear es muchomenorque enel cáncerde mamaen

la mujer.

En 3 de 49 displasias y tumores benignos y en 13 de 33 tumores malignos

primarios hemos encontrado una heterogeneicidad en el contenido de ADNentre

diferentes poblaciones celulares de un mismo tumor. Dentro de estas lesiones

consideradas como heterogéneas hemos incluido los 3 tumores multiploides

mencionados anteriormente. En otros 9 tumores, aparecieron diferencias entre las

ploidías registradas en diferentes bloques de tejido de la misma lesión. Asimismo

fueron considerados heterogéneos en el contenido dc ADN4 tumores en los que no

había concordancia entre la proporción de células tumorales en el corte histológico

y la proporción de células aneuploides detectadas mediante citometría de flujo, por

lo que la presencia de ambas poblaciones, aneuploide y diploide en el mismo tumor

se consideró muy probable.

Este último tipo de heterogeneicidad del AUNes muy importante puesto que si

dc <Sa tumor se analiza solamente una muestra, existe el riesgo de no detectar todas

las poblaciones celulares presentes en el tumor. En el cáncer de mamade la mujer

este tipo de heterogeneicidad ha sido observada en 14 de 44 tumores (Beerman y

col, 1991).

En nuetro trabajo la heterogeneicidad en el contenido de ADN no está

relacionada con la presencia de diferentes tipos histológicos o heterogeneicidad

histológica, ya que sólo en tres tumores malignos se ha observado que coincidan

estos dos hechos. Estos resultados están de acuerdo con los obtenidos en tumores

mamarios de la mujer y de la perra (Erhardt y Auer, 1986; Rutteman y col, 1988;
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Helímény col, 1988).

Por otro lado, cabe destacarque en los casos con neoplasiasmúltiples, el

encontrarlA similares,esdecirconunadesviaciónmenorde un 10% de diferencia,

en distintos tumoresde un mismoanimal puedeindicar, aunqueno probar,que los

tumorestienenun origen común.

Cabeseñalarque la determinaciónde la fracción de células en faseS (SPF)es

difícil en ocasiones,debido a que la presenciade detritos nucleares,dobletes

procedentesde las células estándarempleadas,picos G0,1 asimétricoso múltiples

picos próximosunosa otros, complicany dificultan el cálculo.

En los tumoresaneuploidesen los queel valorde SPFcorrespondea la fracción

diploidey a la aneuploide,hemosempleadola SPFtotal parano introducir el error

que produciría el incluir a las células normales en los tumoresdiploidesy no en los

aneuploides.Siguiendoestecriterio hemosencontradoque los valoresde SPF son

diferentesestadisticamenteen los tumoresdiploidescon respectoa los aneuploides.

Sin embargo,hayqueseñalarquesi nuestropropósitofueseestudiarexclusivamente

tumoresaneuploidesy compararlosconotrascaracterísticascomopor el ejemploel

pronósticoseríapreferibleemplearla SPFaneuploideexclusivamente.

En los tumores malignos, el valor de SPF es significativamente mayor en los

aneuploidesque en los diploides,coincidiendocon lo observadoen otros estudios

en tumoresmamariosde la especiecanina(Heilmén y col., 1993) y en el hombre

(Frierson, 1991). El elevadovalor de SPFde los tumoresmalignosaneuploideses

la causade la diferenciaen el valor de SPFentretumoresmalignosy benignos,ya

que al tener en cuenta sólo los tumores diploides, la diferencia entre los tumores

malignos y los benignos no fue significativa.

En los tumores malignosdel presentetrabajo, el valor de SPFse relacionacon

la afectación ganglionar y el tamaño tumoral, aunque con este último no de una

forma estadísticaznente significativa. Los valores más elevados de SPFcorresponden

a tumores de elevado grado de malignidad de forma estadísticainente significativa.

Sin embargo no encontramosuna relaciónestadística entre SPFy el tipo histológico.
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En un trabajorecientementepublicadocon tumoresmamarioscaninosse señala

que, valores elevadosde SPF se relacionan de manera independientecon un

pronósticoadverso(Helímén y col., 1993). Hemosde señalarque en el cáncerde

mamaen la mujer la aneuploidíadel AUN se relacionacon un mal pronósticoy

variosautoresseñalanqueello es debidoen realidada la correlaciónqueexisteentre

la aneuploidíatumoral y el elevadovalor de SPF(Fishery col.,1991,Frierson y

col., 1991). Según Férno y col. (1992), los tumores hipoploides tienen un

comportamientomás agresivo. En tumoresmamarioscaninos (Helímén y col.,

1993), la presenciade hipoploidíaasícomode hiperploidíase asociacon un menor

períodode supervivenciaal realizarun análisisunivariado,sin embargoal realizar

un análisis multivariadodichaasociaciónno seencontró.

Por otrolado,en un estudioen tumoresmamarioshumanosen el queseempleó

el contajecromosómico,se señalaquela SPFaumentaen los tumoreshipoploides

conrespectoalos diploidesy quedespuésdel procesodeendorreduplicación,la SPF

es superioren los tetraploidesque en los triploides (Remvikos y col., 1992). Es

posible que la actividad proliferativa de los tumoresmamarios sucedade forma

paralela a la evolución genética dando lugar a una pérdida progresiva de genes

supresores(del procesode metastatización)y aunaactivaciónde oncogenes(van den

Vijver, 1993).

En conclusiónpodemosdecúquecomoconsideracionesfinales a estecapítulo,

la incidenciade aneuploidíaobservadaessimilar a la observadaen otrosestudiosen

la especiecaninay ligeramenteinferior a la descritaen el cáncerde mamaen la

mujer. La incidenciade aneuploidíaen displasiasy tumoresbenignoses superiora

la observadaen el cáncerde maznade la mujer.

La presenciade poblacionescelulareshipoploideses másfrecuentey el grado

de desviaciónde los Indicesde AUN de los tumoresaneuploideses másestrechoen

la especiecaninaqueen el hombre, lo quepodría indicar que la evoluciónde la

ploidíaen ambasespeciesesdiferente.
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La fracciónde faseS es superior en los tumoresmamariosmalignosque en los

benignosy en los tumoresmalignos es superior en los aneuploidesque en los

diploides.

La fracciónde fase S se relacionadirectamentecon característicasclínicas e

histopatológicasde malignidadcomola afectaciónganglionary el gradohistológico

de malignidad.
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INTRODUCCION

La elevadaincidenciade los tumoresmamarioscaninos(TMC), ya comentada

en otros capítulosde este trabajo, impulsa a la búsquedade nuevos factoresde

riesgo, entreellos los nutricionales.En la revisiónbibliográfica quedareflejadala

importantey controvertidainfluenciade diversosfactoresnutricionalesen el cáncer

mamarioen la especiehumana,dondeéstaha sidoobjeto de estudiodurantevarias

décadas. En la especiecanina, Sonnenscheiny col. (1991) observaronque la

obesidaden los primeros añosde vida se asociaa un aumentodel riesgo de TMC

en penasovariectomizadas.Asimismo se encontróque el porcentajede energía

procedente de la grasa en la dieta habitual de los casos era inferior que en los

controles, lo que no coincide con lo observadoen la población humana donde,

generalmente,el consumode grasaseasociadirectamenteal riesgo de cáncerde

mama(Goodwin y Boyd, 1987; Toniolo y col., 1989; Howe y col., 1990; van’t

Veer y col., 1990; Sasaiki y col., 1993).

En el presenteestudiocaso-controlinvestigamosla relaciónentre la dietay los

TMC. Los animales incluidos procedendel área de Madrid y difieren de los

estudiadospor Sonnenscbeiny col. (1991) en que el porcentajede perras no

ovariectomizadassuponeun 86,4% del total de animalesen lugar de el 43,5%del

estudioamericano;además,el porcentajede energíaprocedentede comidacasera

m las dietas de nuestro trabajo es del 53%, superior al 34,8% del mencionado

estudio.
Asimismo, para conocer el consumode nutrientes,no sólo empleamosun

cuestionariodietéticosinoqueademásdeterminamosla proporciónde ácidosgrasos

de la grasasubcutáneay las concentracionesplasmáticasde retinol y seleniode los

animalesde nuestroestudio.La elecciónde estos métodosse debea que empleando

exclusivamentecuestionariosdietéticosno es posibledeterminarel consumode los

ácidosgrasos(van Stavereny col., 1986) y, sin embargo,el perfil de los ácidos

grasos de la grasa subcutánea puede reflejar la composición de éstos en la dieta
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(Beynen y col., 1980).

La asociaciónobservadaen diversosestudiosepidemiológicosentrela grasay

el cáncerde mannde la mujer, se ha confirmado en numerososestudioscon

animalesdeexperimentación(capítulo1, pag. 47), los cualesseñalanademásque son

los ácidosgrasospollinsaturadoslos que principalmenteactúanen la promoción

tumoral (Ip y col., 1985; Carroll y Noble, 1987; Lasekany col., 1990).

Con respectoa los micronutrientes,tantoel retinol (Garlandy col., 1993)como

el selenio(Willett y col., 1983) seasocianinversamentea varios tipos de tumores

en el hombre.El consumode estos micronutrientespuedeestimarsemediantela

determinaciónde los niveles de retinol y selenio plasmáticosrespectivamente

(Comstocky col., 1992),por lo quehemosconsideradorelevantela determinación

del perfil deácidosgrasosdela grasasubcutáneay losnivelesplasmáticosde retinol

y selenio.

MATERIAL Y METODOS

1. Grupas de animales
En esteestudiosehanempleado191 perrascon edadescomprendidasentreSy

13 añosde edad,ambosinclusive. Los animalesfueronseleccionadosy clasificados

en gruposcomose refierea continuación.

a. Grupo control de animalessanos
Este grupo se formé con 44 perrasqueacudierona consultaveterinariapara

revisión o vacunaciónanual y que no presentabanninguna enfermedadclínica

aparente.Se obtuvieronde las Consultasdel Departamentode PatologíaAnimal II

de la Facultadde Veterinaria de Madrid, así como dc 4 Clínicas Veterinarias

localizadasen el áreade Madrid.
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b. Grupo controldeanimalesenfermos

Estegrupo seformé con 45 perrasqueacudierona las Consultasde la Facultad

quepresentabanproblemasoftalmológicos,cardíacos,traumatológicos,urinarios,

respiratorioso gastrointestinalesagudos. Ninguno de estos animalespresentaba

enfermedadesendocrinas,metabólicaso tumorales,conel fin deevitar interferencias

en la obtenciónde resultadosdel estudiocaso-control.

B. GRUPO CASOS

Estegrupose fornió con 102 perrasdiagnosticadasdeenfermedadneoplásicaen

nuestro Departamento durante los años 1992 y 1993. Para poder valorar su

representatividad hemos de señalar que anualmente, se procesan aproximadamente

900 biopsias y necropsiasde pequeñosanimales en el servicio de diagnóstico

anatomopatológicode esteDepartamento,queprocedende las consultasde nuestra

Facultadasícomode clínicasveterinarias.Asimismosondiagnosticadosanualmente

por esteservicio aproximadamente210tumoresmamarioscaninosy felinos.

Los casosfueronclasificadosen dosgrupossegúnel tumor que presentaban:

1. Animalescon tumoresbenianos

Grupoformadopor 48 perrasquepresentabantumoresmamariosbenignos

y/odisplasiasmamarias.

114 Animales con tumores malignos

Formado por 54 perras que presentabanal menos un tumor maligno

confirmadohistológicamente.Por tanto, aquellosanimalesque presentaban

tumoresdiferentes,benignosy malignos, en diferentesglándulas, fueron

incluidosen estegrupo.
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2. Cuestionario dietético

En primer lugar, solicitamosla participaciónvoluntariade los propietariosen

el estudio.Nuestrosobjetivosno sedieron aconocerdurantela entrevistamantenida

con los mismos,paraevitar la manipulaciónde las respuestasreferentesa las dietas

de sus animales.

Los dueñosde los animalesqueaceptaroncolaborar,contestarona una seriede

preguntasreferentesa la dietahabitual de su animal y a su historial reproductivo.

Toda la informaciónobtenidase recogíaen un cuestionarioque consistíaen:

La edad.el pesoy la alturade la perra.

II. La raza y tamaño de la misw~. Paraesto último los animales fueron

clasificados según su peso en las siguientescategorías:raza enana (=5 kg),

miniatura (5,1 - 11,3 kg), mediana (11,4 - 23 kg ), grande <23,1 - 39,9 kg) y

gigante(=40kg).

La conformacióncorporal(clasificadaen delgada,normaly obesa)se estableció

en 3 momentos de la vida del animal: en la presentaciónclínica,un añoantesde esta

fecha y cuando el animal tenía un año de edad.

111. Historial reoroductivo, que incluye la existencia de ovariohisterectomía así

como la fecha de la misma, la edad al primer celo, la frecuencia, regularidad y

duración de los celos, el número de partos y la edad al primer parto, el número de

pseudogestaciones y pseudolactaciones así como los tratamientos empleados frente

a estos problemas y los tratamientos hormonales para prevención del celo y

cubriciones no deseadas.

Toda esta información se empleó para establecergrupos de animales así como

para determinar si alguna de estas características era estadísticamente diferente entre

los casos y controles pudiendo alterar los resultados.
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IV. Cuestionario dietético. Basado en un cuestionario de frecuencia de

alimentacióncuantitativo, que incluía la frecuenciadiaria de alimentación(de una

a 3 vecesal día) y las proporcionesrelativasde comidacomercial y preparadaen

casaen la dietadiaria.

Con respectoal consumode comidacomercial, se registréla frecuenciay la

cantidaddiarias,el nombrecomercialdel producto, así como la clasede comida:

pienso,comidasemi-húmeda,comidaenlatadao aperitivo.

El consumodecomidapreparadaen casasedeterminéregistrandola frecuencia

de consumoa la semana,la cantidadal díay el modode preparación(crudo, cocido

o frito) de 64 alimentos clasificadosen grupos (carnesy pescados;embutidos;

productoslácteosy huevos;frutas y verduras;pany cerealesy dulces).

Porotro lado, tambiénseregistróel consumode grasas(mantequilla,margarina

y diversostipasde aceite)y de suplementosvitamínicosy/o minerales.Asimismo,

sehaceunaindagaciónespecialsobreel consumofrecuentede sobrasde comidade

los propietarios.

Las entrevistasfueronrealizadasal comienzodel examenclínico en la consulta

por la misma persona.Posteriormente,todos los cuestionariossufrieron una i a

revisión. Duranteestarevisión, observamosimportantescarenciasde información

en 20 cuestionarios,especialmenteen los datosreferentesa la dieta, por lo que

coatactamostelefónicamentecon el fin de completarel cuestionario.

Laspreguntasrelacionadasconla dieta fueronenfocadashaciala alimentación

querecibíael animalun mesantesdela recogidadedatos,aunquela fechade inicio

de esta dieta fue determinanteya que solamentese incluyeron en el análisis de

nutrición aquellosanimalesqueconsumíandicha dietadesdehacíamásde un año.

Por ello, los datosdietéticosde 13 perras(5 casos,5 controlessanosy 3 controles

enfermos)fueronexcluidos.
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3. Perfil dietético

Los datossobre la dietaobtenidosmedianteel cuestionariofueron introducidos

en el programade nutrición de pequeñosanimales “Small Animal Nutritionist”

(DurangoSoftware, 1987) paracalcularun perfil nutricional de cadaanimal.

El contenidocalórico y de macronutrientesde los alimentoscomerciales se

obtuvode los fabricanteso bien de la etiquetade los productos.En los alimentos

caseros,la composicióncualitativa se obtuvo de las tablas de composición de

alimentos españoles (Vivanco y col., 1982).

El perfil dietéticocalculadoestabaformadopor los siguientesapartados:

• El consumoenergéticodiario expresadoen kilocalorías (Kcal).

• El porcentaje de energía diaria que procede de comida comercial y de

comidacasera,calculadocomo la proporción de Kcal que cada tipo de comida

aportaal consumoenergéticodiario.

• El porcentaje de energía diaria que procede de los niacronutrientes:

hidratosde carbono,proteínasy grasasde la dieta, que fueroncalculadoscomola

proporciónde kcal que cadanutriente aportacon respectoal consumoenergético

diaria.

• El porcentajedeenergíaprocedentede determinadosalimentos. Para ello,

es~lecimos5 gruposde alimentostrasel análisisglobalde los cuestionarios,como

sc sala acontinuación:

La¡ncLxgias, que incluyen carne y derivadosde vaca, cerdo, corderoy
caballo,exceptoel hígadoy los embutidos.

II. Carnesblancas,que incluye principalmentecarney derivadosdel pollo y

gallina a excepcióndel hígado.

In. Hitadosde varias especies,los más consumidosson los de pollo y vacay

en menorcantidadde cerdo.

IV. Productoslácteos, grupo formado por leche (entera, semidesnataday
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desnatada),quesos de diferentes tipos, yogures, y otros productos lácteos

consumidosmenosfrecuentemente(ej. cuajada).

V. Frutasy verduras

El motivo de clasificar los alimentos en grupos con propiedadesnutrititivas

similares y características,fue el poder compararsus consumosentre casos y

controlesy conocer la posible influencia de los nutrientesde estos grupos de

alimentos.Cadauno de estosgrupossecaracterizapor un contenidorelativamente

elevadode unoo másnutrientes.

4. Datos clínicos

4.1. Examenclínico

En los gruposcontroles,los datosclínicosseobtuvieronde las historiasclínicas

de la Facultado bien del veterinarioa cargo del animal. En todos los animales

controlescomprobamosque no presentabanninguna lesión compatiblecon una

neoplasia mamaria mediante una exploración clínica de las glándulas mamarias. Dos

perras que al principio del estudio fueron incluidas en el grupo control de animales

enfermos fueron eliminados ya que posteriormente, desarrollaron tumores de mama.

El examen clínico de todos los animales incluidos en el grupo de casos

realizado cuando acudieron a las consultas,ha sido descrito en el apanado de

mawrial y métodos del capitulo 11.

Asimismo, mediante el empleo del cuestionario citado anteriormente y de igual

forma que en los animales controles, es decir, mediante entrevista directa con el

propietario, se obtuvo la información referenteal estado reproductor del animal.

4.LEadi~i
El estadioclínico del tumor sc estableciómedianteel sistemaTNM (Owen,

1980).
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5. Toma de muestras

5.l.Sangre

Se extrajo sangrea un total de 47 casos y 68 controles, y se conservaron

muestrasde 1 ml suero a ~20oC.

5.2. Grasasubcutánea

Obtuvimos una muestrade grasa subcutáneade un total de 42 casos y 39

controles.

El materialempleadoconsistióen unapalomilla de20 G y unajeringade 20 ml

pararealizarel vacío. La muestraserecogiómedianteaspiraciónen la región dorso-

lumbar. En primer lugar, se levantaligeramenteun pliegue de piel, se colocala

palomillasubcutáneanienteformandoun ánguloaproximadamentede600 con la piel.

Posteriormente,se conect.a la jeringa y se aplica el vacío para, por último,

manteniendoel vacío en la jeringa desplazarligeramentela palomilla en varias

direccionescon el fin deobtenerunamuestraadecuada.La cantidadobtenidapor

término medio fue 50 a 100 mg, lo que suponeunas2 o 3 gotasde grasa. Las

muestrasseguardaronen plásticoy seconservarona -20<> C, evitandoel contacto
conel airey la luz. Se excluyeronlasmuestrascontaminadascon sangreya queello

interfiere la valoraciónde los ácidos grasos.Beyneny Katan (1985) aplicaronuna

madologlasemejanteparael estudiode la grasacorporalen la especiehumana.

6. AnáliSis de indicadores nutricionales

Los niveles de selenio, retinol y ácidos grasos fueron determinados en el

Department of Laboratory Animal Science of te Faculty of Veterinary Medicine,

Utrecht.
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6.1. Seleniosérico

En 115 muestrasde suero se determinóel nivel de seleniode acuerdo con el

método fluorométrico descrito por Koh y Benson (1983) en un espectofotómetro de

fluorescencia Perkin-Elmer (Mod 1000, Perkin-Elmer Ltd., England).

6.2. Retinol sérico

En 50 muestras de plasma se determinó el nivel de retinol mediante

cromatografía líquida de alta resolución según el método descrito por Roodenburg

y col. (1994).

6.3. Acidos grasos subcutáneos

En 81 muestrasde tejido graso subcutáneose determinó el perfil de ácidos

grasosmedianteel método descrito por Beynen y Katan (1985). Se sintetizaron

metil-ésteresde los ácidos grasosde acuerdocon el métododescrito por Metcalfe

y col. (1966) y se separaronpor cromatografíalíquido-gasen un modelo Packard

433. El perfil sedescribeen la tabla1.
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Símbolo N0 de dobles Nombre Nombre
enlaces común sistemático

Saturados

CíO O Caprico n-Decanoico

C12 O Laurato n-Dodecanoato

C14 O Miristato n-Tetradecanoato

cís O - n-Pentadecanoato

clá O Palmitato n-Hexadecanoato

CíS O Estearato n-Octadecanoato
C20 O Araquidato n-Eicosanoato

Monoinsaturados

Cl 6:1 1 Palmitoleato Hexadecenoato

C18:1 1 Oleato Octadecenoato

C20: 1 1 - Eicosadecenoato

Paatnndos
Cl 8:2n-6 2 Linoleato Octadecadienoato

Cl 8:3n-6 3 Linolenato Octadecatrienoato

ClS:3n-3 3 Lmolenato Octadecano

C20:2 2 Linolenato Eicosadienoato

C20:3 3 Linolenato Eicosatrienoato

No identificables

Tabla 1. Perfil de ácidosrasosanalizadosen la grasa subcutánea.
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7. Análisis estadístico
La influenciade las variablesreproductivassobrela incidenciade los tumores

mamariosfue evaluadaconel testde Student,comparandolos valoresmediosde los

casoscon respectoa los controles.Parala comparaciónde las variablescualitativas

empleamosla pruebadel Chi2. Las variablesdietéticascuyasdistribucionesfueron

normalessecompararoncon el test de Student.Aquellascuyasdistribucionesno

erannormales,secompararoncon la pruebano paramétricadel test de rangosde

Wilcoxon. Un valor de P = 0,05 fue consideradosignificativo.

RESULTADOS

1. Edad. razay estadoreproductor

Los resultadoscorrespondientesa esteapartadohan sido resumidosen la tabla

2. Estosresultadosse expresanen términosde valor medio + errorestandarddel

valor medio.

La mediade edadde los casosfue 9,8 años±0,22. La mediade edadde los

controlesfue 8,17 j 0,24. La diferenciaentrela media de edadde edadde los

casosy de los controlesfue estadlsticamentesignificativa(P < 0,05).

Los penasmestizosy de razascruzadasfueron los más numerososen este

esflo, siendoel 42,1% y 40% del total de los casosy controlesrespectivamente.

Afinuación, la razade mayor incidenciafue el pastor alemán (15,6%) y las

ras caniche y cocker spaniel, que representaronel 6,8% y 6,8% del total

respectivamente.En la tabla 2 se muestrala distribuciónde los casosy controles

segúnel tamañode la raza, que no fue significativamentediferenteentreambos

grupos(P > 0,05).
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El porcentajede perrascastradasfue de un 11% en el grupode casosy 17% en

el de los controles. La diferencia entre los valores medios de los animales

ovariectomizadosde los casosy los controlesno fue estadísticamentesignificativa

(P > 0,05).

Con respectoa las variablesreproductivas,las diferenciasentrela frecuencia,

regularidad y duración de los celos entre los casos y los controlesno fueron

significativas.Asimismo, lasdiferenciasentrecasosy controlesencontradasrespecto

a la edadal primer parto, el númerode partos, el númerode pseudogestacionesy

pseudolactaciones,los tratamientos hormonales para prevención del celo,

pseudogestacionesy/o abortivos,no fueronsignificativas(P > 0,05).

La única variable reproductiva significativamente diferente entre casos y

controlesfue la edadal primercelo, variablequeresultómenoren casos,con una

mediade8,39 ±0,6queen los controles,conunamediade 9 7 + 0 49, siendoel

valor de P =0,001.
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N0 dep~rras 102 9,84±0,22 ¡ 89 8 17 + 0,24

Raza

Razaspuras

Mestizos

59 9,57±0,29

43 10,23 ±0,34

53 8,56 ±0,30

36 7,58 ±0,40

Tamaño de la raza

Enana

Miniatura

Mediana

Grande

Gigante

7 9,14±1,18

29 10,00 ±0,49

30 10,46±0,36

28 9,60±0,33

8 8,30±0,73

10 7,75 ±0,77

18 7,94 ±0,53

17 8,29 ±0,62

41 8,27 ±0,36

3 9,00 ±1,53

Ovariectomía
No

Si

91 9,70 ±0,23

11 11,00±0,66

74 8,00±0,26

15 8,93 ±0,70

Controles

n Edad

Tabla 2. Resultadosde edad,raza y estadoreproductor en 102 casosy 89 controles.

La edades el valor medio ±el error estandarddel valormedio en años.
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2. Conformacióncorporal

La distribuciónde los casosy controlescon respectoa la conformacióncorporal

cuando teníanaproximadamenteun año de edad (entre 9 y 12 meses),un año

anteriora la recogidade los datos y en el momentode la misma,se describeen la

tabla3.

En un 40% de los casos,los propietariosrespondieronque susanimaleshabían

sido obesoscuandoteníanun año de edad, en comparacióncon el 11 % registrado

en el grupode controlessanosy conel 14% en el de enfermos.Estadiferenciafue

significativa estadísticamente,teniendo en cuenta los dos grupos controles por

separadoo conjuntamente(P < 0,001).

Con respectoa la conformacióncorporal un alio anterior a la recogidade los

datos, los casos resultaron significativamenteobesos en comparación con los

controles(P < 0,02).

Por el contrario, en el momentode la recogidade los datosla diferenciaentre

las conformacionescorporales de los casos y de los controles no resultaron

significativas (P > 0,05).
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Conlormacidn Casos II Controles sanos

corporal II
II II
—. ~

Un año de edad

Controles

enfermos

Delgado 20 19,8 6 13,6 6 13,6

Normal 41 40,6 33 75,0 32 72,7

Obeso 40 39,6 5 11,3 6 13,6

Total 101 100 44 100 44 104)

fin alo antesdel

estudio
Delgado 9 8,8 2 4,5 2 4,4

Normal 36 35,3 29 65,9 23 51,1

Obeso 57 55,8 13 29,5 20 44,4

Total 102 100 44 100 45 100

Actual

Delgado 3 2,9 1 2,3 0 0,0

Normal 42 41,2 29 65,9 22 48,9

Obeso 57 55,9 14 31,8 23 51,1

Total 102 100 44 100 45 100
——-—a.

Tabla 3. Conformacióncorporalal año de edad,un año antesy en el momentode

la presentación.No sehan incluido los animalescon datosdesconocidos.
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3. Factores dietéticos

1. Tipo de alimentación:caseno comercial

II. Contenidoen macronutrientes:hidratosde carbono, grasasy proteínas.

III. Consumode determinadosalimentos.

IV. Indicadoresnutricionales:selenio, retinol y perfil de ácidosgrasos.

1. Tino de alimentación:caserao comercial

Las proporcionesde comida comercial y casenen el consumo diario se

calcularon en términosde energía (Kcal) proporcionadaspor estos dos tipos de

alimentación.

En los tres grupos de animales, la contribución del alimento comercial al

consumocalóricodiario individual,eramuy variadapuesseencontrabaen un rango

de O a 100%.En el grupode casos,la mediade la proporciónde comidacomercial

fue 33 19 + 3,78, mientrasqueen los controlessanosfue 67 02 + 6 79 y en las

controlesenfermosfue 41,23 ±5,97. Las diferenciasentrela mediadel grupo de

casosy la correspondienteal grupo de controlessanosfue muy significativa (P <

0,001),asícomola existenteentrela mediadel grupode casosy la mediade los 2

gruposcontrolescombinados(P C 0,001).Figura1.

Hay que señalarque, además,muchasde las dietas cuya baseprincipal estaba

constituida por dietas caseras contenían proporciones inadecuadas de

macronutrientes,a diferenciade las dietascomerciales,másequilibradas.
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las proteínasen las dietas de los casoscon respectoa las de los controles,sanos,

enfermoso los dos combinados,no fueron significativas(P > 0,05).

El porcentajede caloríasaportadopor las grasasfue superioren los casosque

en los controles,siendola diferenciasignificativa entre los casosy los controles

sanos (P < 0,02), sin embargo,no resultó significativa entre los casos y los

controlesenfermos,asícomoentrelos casosy los 2 gruposcontrolescombinados,

al ser los valoresde P > 0,05.

Casos

n= 93

Controles sanos
n= 39

Controles

enfermos

n= 42

Energíade

carbohidratos

42,97±1,38 45,07±2,31 42 73 + 1,99

Energíade grasas 31,03 + 1 27 26,56 ±1,57 30,38 ±1,50

Energíade

proteínas

26,10±0,81 28,33 ±1,25 26,85 ±1,08

II
II

1

Tabla4. Valor medio de los porcentajesde energía(Kcal) procedentesde los

carbohidratos,grasasy proteínasde la dietaen 174 perras.
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Figura 1. Porcentajede energíadiaria procedentede comida comercial

en los casosy controles.El valor representadoes la media

de cadagrupo.

II. Contenidoen macronutrientes:hidratosde carbono-grasasy proteínas

La proporción en la dieta de cada macronutrientefue calculada como la

proporción de energía (Kcal) que esenutriente aportacon respectoal consumo

calórico diario total. Los resultadosde los valoresmediosde estosporcentajesen

los 3 gruposde animalesse encuentranen la tabla 4. Los resultadoscorresponden

a las dietas dc 174 animales,ya que fueron excluidos13 animalesque llevaban

tomandoesta dieta durantemenosde un año y otros 4 casos cuyasdietas eran

exclusivamentecaserasy no conseguimosunainformaciónadecuadaen cuantoa la

composicióny cantidadesde las mismas.

Lasdiferenciasentrelosporcentajesdecaloríasdelos hidratosde carbonoy de
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III. Consumode determinadosalimentos

Los resultadosde las proporcionesde caloríasprocedentesde los 5 grupos de

alimentos establecidosse resumen en la tabla 5. Para comparar las posibles

diferenciasentrecasosy controlescon respectoa estosalimentos,hemostenido en

cuentasolamenteaquellasdietascuyaproporción decomidacasera(en términosde

energía)erasuperioral 25% del total paraevitarel errordebidoa la proporcióndel

alimentocomercial. Por ello, en esteapanadose han empleadolas dietas de 117

perras: 72 casos,15 controlessanosy 30 controlesenfermos.

La proporción de calorías procedentesdel primer grupo de alimentos,

denominadocanesrojas, fue superioren los casos,conunamediade 16,83 ±2,26,

que en los controlesenfermos,en los que la media fue 8,63 ±2,95 y superior

tambiéna la mediade los2 gruposcontrolescombinados,10,71 ±2,56, siendolos

valoresde P < 0,02 y <0,05 respectivamente.Sin embargo,las diferenciasentre

los casos y los controles sanos, con una media de 14,86 ±4,88 no fueron

significativas,siendoel valor de P > 0,05.

Con respectoal segundogrupo de alimentos,gm~¡i¡~a~,el porcentajede

caloríasprocedentesde estegrupofue 11,36±1,83en los casos,17,13±5,79 en

los controlessanosy 18 + 3 47 en los controlesenfermos.Las diferenciasentrelos

casosy los controlesenfermos,así como las encontradasentre los casosy los 2

gruposcontrolescombinadosfueronsignificativas,siendolos valoresde P < 0,05.

Las diferenciasencontradascon respectoa las caloríasderivadasdel consumo

de bLg¡4g no fueronsignificativas al compararlos sanos, los enfermoso los dos

gruposcontrolescombinadoscon respectoa los casos,siendolos valoresde P >

0,10, >0,20y> 0,20 respectivamente.

Las diferenciasentre la proporción de caloríasprocedentesdel consumode

pr~u~wz.JIa~zen los casosy en los controlessanos,los enfermoso los 2 grupos

conjuntamenteno resultaron significativas, siendo los valores de P > 0,05.

respectivamente.
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El valor mediode la proporciónde caloríasprocedentesde frutas y verdurasen

los casos fue 3,2 ±0,69 y en los controlessanos5,93 ±1,47. Esta diferencia

resulté estadísticamentesignificativacon un valordeP< 0,05. Sin embargoen los

controlesenfermosel valor medio fue 3,5 ±0,9 y la diferenciacon los casosno

resultó significativa (P > 0,20), al igual que la diferenciaentre los casosy los 2

gruposcontrolescombinados(3,5 ±0,9), al serel valor de P > 0,05.

Grupo de alimentos II Casos Controles

¡1=45

Carnes rojas 16,83±2,26 10,71 ±2,56

Carnes blancas 11,36±1,83 17,70±2,97

Hígado 3,00±1,20 2,95 ±1,34

Productos lácteos 4,12 ±0,83 5,80 ±1,08

Frutas y verduras 3,20 ±0,69 4,30 ±0,78

Tabla 5. Valor medio de los porcentajesde energía(en Kcal) procedentesde los

diversostipos de alimentos. Se han excluido las dietas que contienen

menosde un 25% de energíaprocedentede comidapreparadaen casa.

IV. Indicadoresnutricionales

A.-SELENIO SERICO

El valor medio de los nivelesde selenioen 47 casosfue 0 2996 + 0,0071con

un rangode valoresentre0,2130y 0,4340gg/ml.

El valor medio de los nivelesde selenioen 68 controles(sanosy enfermos)fue
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de0,2990+ 0,0060conun rangode valoresentre0, 1390y 0,4050.La diferencia

entreambosvaloresmediosno fue estadísticainentesignificativa (P > 0,05).

B.-RETINOL SERICO

El valor mediode los nivelesde retinol en 24 casosfue 60,075+ 4 350con un

rangode valoresentre24,100y 101,800~g/d1.

El valor medio de los nivelesde retinol en 26 controles(sanosy enfermos)fue

de 85,315±10,101con un rangode valoresentre25,900y 222,300.La diferencia

entreambasmediasresultéestadísticamentesignificativa, siendoel valor de P <

0,05.

C.-PERFILDE ACIDOS GRASOSSUBCUTANEOS

En la tabla 6 se muestra el valor medio + el error estandarddel valor medio

de los ácidosgrasosanalizadosen 42 casosy 39 controles.

Las diferencias encontradasentre los casos y las controles no resultaron

significativas a excepcióndel ácido graso saturadoCíO, siendo el valor medio

significativamentesuperioren los controlesqueen los casos(P < 0,05).

Por otro lado, las diferenciasencontradasrespectoa la conformacióncorporal

en las tres etapasestudiadas(al año de edad, un añoantesdel diagnósticoy en el

momentodel diagnóstico)y a lasvariablesdietéticasestudiadasentrelas perrascon

tumoresbenignosy malignos no fueronestadísticarnentesignificativas. Solamente

la mediade energíaprocedentede frutas y verdurasen el grupo de animalescon

tumoresmalignos(n=48) fue 2,5 ±0,94 fue significativamenteinferior a la del

grupo con neoplasiasbenignas(n44) 3,02 ±0,59 (P < 0,05). No resulatron

significativas las diferencias de conformación corporal y variables dietéticas

estudiadasentreperrascon tumoresmalignosde diferenteestadioclínico.
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ACIDOS GRASOS CASOS CONTROLES

CíO 2,733 ±0,275 3,692 ±0,340

CII 0,142+0013 0,121+0.009

C14 1,836±0,078 1,774 ±0,061

C15 0,200 ±0,011 0,197 ±0,009

C16 11,955 + 0431 12,492 ±0,350

C16:1 9,247±0,370 8,4923 ±0,312

CLS 4,131 ±0,250 4,345 ±0,253

C1S:1 51,736±0,675 49,949±0,700

C1S:2n-6 12,269±0,504 12,808 ±0,445

C1S:3n-3 0,340±0,024 0,336±0,015

CiS:3n-6 0,492 ±0,031 0,538±0,041

C20 0,119±0,015 0,094±0,013

C20:1 0,526±0,036 0,608±0,038

C20:2 0,119±0,009 0,150 ±0,139

C20:3 0,136±0,014 0,166 t 0,013

NO IDENTIFICABLES 4,138 ±0,151 4,215 ±0,207

Tabla6. Perfil de teidos grasossubcuttneos(engIlOOg de metil-ésterestotales).
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DISCUSION

Las variables reproductivas estudiadas tales como la ovariectomía, las

característicasde los celos, el númerode partos, la edad al primer parto, las

pseudogestacionesy los tratamientoshormonalesempleadosen la prácticaclínica

paraprevencióndel celo, paratratamientode pseudogestacioneso como abortivos,

no han sido significativamentediferentesen los animalescon tumoresde marnade

los controles.Sin embargo,hemosobservadoque la edadde aparicióndel primer

celo se asociaa la incidencia ya que el valor medio de edad en ¡os casos es

significativamentemenorque el correspondientea los controles. Estos resultados

coincidencon los de otros autoresen la perra (Theileny Madewell, 1987) y en la

mujer, dondeseha indicadoque la aparición tardíade la menarquiaasí como la

presentacióntempranade la menopausiasonfactoresprotectoresfrente al cáncerde

mama(Mansfield, 1993).

Un resultadointeresantede nuestroestudio se refiere a la obesidadjuvenil.

Cuandoexisteobesidaden estaetapade la vida, aproximadamenteal año de edad,

aumentade manerasignificativael riesgo de tumoresmamariosen la edadadulta.

Igual ocurre con la obesidad un año anterior al diagnóstico de los tumores. Sin

embargo,la influenciade la conformacióncorporalen el momentodel diagnóstico

no ha resultadoestadísticamentesignificativa. Estos resultadosson similaresa los

obtenidospor Sonnescheiny col. (1991) tambiénen la especiecanina.

Algunos investigadoreshan obtenidoresultadossimilaresen el cáncerde mama

en la mujer y han propuestoquela hipernutTición,y por tanto la obesidaddurante

la adolescencia,esun determinanteimportantedel desarrollode cáncerde mainaen

la edadadulta(de Waard, 1975; Shermany col, 1981). Además, se ha propuesto

que la menorincidenciade obesidaden las poblacionesvegetarianas,secundariaa

un menor consumocalórico, puederetrasarla apariciónde la menarqula(Frischy

McArthur, 1974) e influir sobre el estadohormonalduranteel restode la vida de
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los individuos(de Waard, 1975).

Aunque hay que teneren cuentaque la conformacióncorporal juvenil se ha

obtenidocon datosde los propietarios, lo que podría introducir cierto error, la

obesidad indicada por los propietarios de los casos ha sido significativamente

superiora la correspondientea los controles,lo quenos permite plantearque la

obesidad en la edad juvenil puede adelantar el comienzo de la madurez sexual así

como el estadohormonalposterior,favoreciendola carcinogénesisde los tumores

mamarioscaninos.

Porotrolado,la obesidadun añoantesdeldiagnósticoha sidosignificativamente

superioren los casosqueen los controles.Algunosautoresen medicinahumanahan

observado que la obesidad en las mujeres adultas modifica los niveles y el

metabolismo de las hormonas sexuales femeninas, lo que puede inducir la

carcinogénesismamaria (Bennette Ingram, 1990). Tal vez, estos mecanismos

puedanoperarde igual forma en la carcinogénesisde los tumoresmamariosen la

perra.

La obesidad fue más frecuente en los casos que en los controles en el momento

del diagnóstico, aunque no hemos encontradouna relación estadísticamente

significativa,atribuible,en parte,ala pérdidadepesoobservadapor los propietarios

de algunosde los animalescon un procesotumoral avanzado.

En nuestro estudio, las perras con tumores mamarios consumen

significativamentemáscomida caseraque comercialen comparacióna las penas

controlessanas y a los dos grupos dc animalescontrolesde este estudio. Sin

embargo, las diferenciasentre los casos y los controlesenfermos no han sido

significativas.

Estosresultadosdebentomarsecon precaución,ya queexistencienosfactores

quepuedenhaberinfluido de una u otra forma. El factor másimportantea teneren

cuentaesqueen la mayoríade las perras,tantocasoscomocontroles,cuyasdietas

eran fundamentalmentecaseras,éstas eran desequilibradasen su composición
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nutritiva. Principalmentedichos desequilibriosnutricionales son secundariosa la

proporciónelevadaen estasdietasde sobrasde comiday otros alimentoscaseros,

La presenciade hábitosnutricionalesinadecuadosseha observadoen algunoscasos

y tambiénen controlesenfermos,debido muchasvecesa la anorexiasecundariaa

procesoscrónicasquelos propietariosintentansolventarproporcionandoa las perras

alimentosde sugusto.

Asimismo, hemostratadode investigarsi las proporcionesde macronutrientes

de las dietas caserasde nuestro estudio eran diferentes que las proporciones

comerciales.El contenidoen grasade las dietas comercialesse sitúa en el rango

adecuadoparala especiecanina,mientrasqueel correspondientea las dietascaseras,

en bastantescasos,sobrepasabael límite superiorde esterangonormal<>40%).

Puestoqueel contenidoen grasade las dietascomercialeses inferior al de las

dietas caseras,en animalescon alimentaciónmixta (dietascasera/comercial),la

cantidadde energía(calorías)procedentesde la grasase incrementaa medidaque

se aumentala proporciónde comidacaseraingerida.

Con respectoa la proporciónde carbohidratosy proteínas,lasdietascaserasy

comercialesno difieren significativamente.

La elevadaproporción de grasa de las dietas caserasencontradaen nuestro

trabajo puede ser responsablede la relación de este tipo de dietas con la mayor

incidenciade tumores,aunqueotros factoresnutricionalespresentesen las dietas

caseras,puedana su vez influir.

Nuestros resultadoscon respectoa las proteínasy a los carbohidratosson

similaresa los obtenidosanteriormenteen el único estudiorealizadoen la perra

(Sonneschein,1991).

En la mujer, la influenciade los hidratosde carbonoen la carcinogénesisy

progresióndel cáncer de mama es todavía una incógnita. Además, el efecto

preventivo observadoen algunosestudios(Carroll y Khor, 1975) está bajo la

influencia de factores que introducenerror, ya que los consumoselevadosde
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hidratosde carbonoseasocianabajosconsumosde grasay viceversa(Ursin y col.,

1993).

La grasaes el macronutrienteque mayorcontroversiaha creadocon respectoa

su influenciaen la carcinogénesismamaria(capítulo 1). En un estudiode revisión

sedescribeny discutenlos resultadosde diversosestudiosepidemiológicosen los

queseha observadounainfluenciade la grasa(Howe, 1992).Ademásen un estudio

ecológico reciente en el que se han empleadodatos de varios paises, se ha

confirmadola citada relación (Sasalci, 1993). Sin embargo,en dos importantes

estudioscohortes,no seha encontradounaasociaciónsignificativaentreel consumo

de grasay la incidenciade cáncerde mama(Willett, 1992; Grahamy col., 1992).

En nuestroestudio,y en contrade los señaladopor Sonnescheiny col. (1991),

el porcentaje de calorías de la dieta procedentes de la grasa ha sido

significativamentesuperioren los casosque en los controlessanos.Sin embargo,al

compararlos porcentajesde grasade las dietasde los casosconlos de los controles

enfermoso con los de los dos grupos controlesconjuntamente,las diferenciasno

fueron significativas. Ello puede ser debido a que muchasde las dietas de los

controlesenfermoserandesequilibradasencuantoal contenidoen nutrientes,al igual

que muchasde las dietas de los casos,como ya hemoscomentadoanteriormente,

mientrasquelas dietasdelos animalessanos,en generaleranequilibradas.Nuestros

resultadoscon respectoa la grasa, deberán confirmarse en futuros estudios

epidemiológicos,paraestablecerunarelacióndefinitiva entrela grasade la dieta y

el riesgode TMC.

En cuantoa losgruposdealimentos,hemosobservadoqueel consumodecarnes

del grupo denominado“ carnesrojas’, constituidofundamentalmentepor vacuno,

porcino,y en menormedidaovino y caballar,esmayory el de carnedeaves(pollo)

es menoren los casos que en los controles.El consumode frutas y verdurases

mayor en los controlessanosque en los casos,aúnquela diferencia no resultó

significativa al compararlos casos con los dos grupos controlesconjuntamente.
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Asimismo este consurnpfue significativamenteinferior en los casoscon tumores

malignos que en los casos con displasiasy tumoresbenignos. La ausenciade

trabajossimilaresen la especiecaninanos conducea discutir estosresultadoscon

las investigacionesen medicinahumana.En estudiosepidemiológicos,el consumo

de determinadosalimentoscomocarne de vaca y de cerdo (Lubin y col., 1981;

Hislop y col., 1986),carne en general(Hirayama, 1978; Vatten y Foss, 1990) así

comosalchichas,huevosy carne(Goodmany col., 1992)se ha relacionadode forma

directacon un mayor riesgode cáncerde mama.

Asimismo,en la mayoríade estosestudiosepidemiológicosel consumoelevado

de frutas y verdurasse ha visto asociadoa unadisminucióndel riesgode cáncer,

fundamentalmentede tumores epiteliales del tracto digestivo y respiratorio

(Steinmetzy Potter, 1991).

Convieneteneren cuentaque, segúnun recienteestudio epidemiológicolas

dietascon bajocontenidoen grasavan asociadasa un patróndietéticocaracterizado

por un elevadocontenidoen vitamina C, hidratosde carbono, fibra, productos

avícolas,frutasy verduras,entreotros. Estehechopuedeserunafuentede error en

estudiosen los que se investiga la asociaciónde la grasa y el riesgo de cáncer

(Ursin, 1993).

Nuestros resultadosindican que el consumode vitamina A, reflejado en los

nivelesde retinol plasmáticoseasociaaun menorriesgode cáncermamario,lo que

coincide con los resultadosde Basu y Sasmal (1988), Knekt y col. (1990),

Potischniany col. (19%) y Rigby y col (1992)en mujeresconcáncerde mama.Sin

embargo,no existendiferenciassignificativasen los nivelesde seleniosérico entre

los casosy los controles,al igual queseñalanMeyery Verreault (1987) y Overbad

y col (1991) y en contrade lo observadopor Comstocky col. (1992).

En lo relativo al perfil de ácidosgrasosde la grasasubcutánea,no pareceque

el consumode un determinadotipo de grasainfluya de forma significativa en el

riesgode tumoresde mama, de forma similar a lo observadopor London y col.

(1993)en medicinahumana.No seobservandiferenciassignificativasen el consumo
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de ácidosgrasosesenciales(nl y n:6). Asimismono se observandiferenciasen los

ácidos grasos sintetizadospor el organismo(C 16:0 y CLS: 1). Unicamenteel

consumodel ácido graso saturadoCíO pareceasociarsea unadisminuciónen el

riesgo, aunqueesposibleel mayor consumode productoslácteospor partede los

animalescontrolesseael responsablede estadiferenciasignificativa.

En definitiva, nuestrosresultadosindicanque la obesidaden la etapajuvenil y

en la etapaadulta(un añoanterior al diagnóstico)se asociaa un mayor riesgode

presentaciónde tumoresmamariosen la pena.Por otro lado, el consumode dietas

preparadasen casa se asociade manensignificativa a la incidencia de TMC en

comparaciónconel de dietascomerciales.Además,el consumoelevadode alimentos

ricos en grasay proteínaanimalcomocarnesde vacunoy porcino(ovino y caballar,

muy infrecuentemente)en comparacióncon el consumode carnede aves se asocia

a unamayor mcidenciade estasneoplasias.El consumoescasode alimentosricos

en carotenoides,vitaminaE y C, fibra y otros agentespotencialmentecarcinógenos

comolas frutasy verduraspareceestarasociadoaunamayor incidenciade tumores

de mamaen la perra. Asimismo, los nivelesde retinol en animalescon TMC son

significativamenteinferioresa los de animalescontroles.Los niveles séricosde

selenioy los diferentestipos de ácidosgrasosdel tejido adiposono seasociande

manerasignificativaal riesgode TMC. Todavíaquedaporcomprobarsi la relación

entrela incidenciade tumoresmamariosen la perray los nutrientesestudiados,así

comoel consumode determinadosalimentoscomocarnes,frutasy verdurasesuna

relacióncausalo no y si estosefectosson independienteso estánrelacionadosentre

si.
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Conclusiones

1.- La ulceraciónde la piel, el tamañotumoral y la adherenciaa píanosprofundos

son indicadoresclínicosde malignidaden los tumoresmamarioscaninos.

2.- El análisisdel AUN con citometríade flujo ha reveladoque: La incidenciade

aneuploidíaessignificativamentesuperioren los tumoresmalignos(48,5%) que

en las displasiasy tumoresbenignos(14,3%).La heterogeneicidaden la ploidía

del ADN esdel 19,5%y es independientede la heterogeneicidadhistológica.

3.- La pérdidade materialgenético(hipoploidia)sehaproducidoen un 7,3% de las

neoplasias:En 5 de 33 tumoresmalignos<15,1%) y en 1 de de 49 displasiasy

tumoresbenignos(2,0%).

4.- El valorde la fracciónde fase S esmayoren tumoresmalignos(7,3%) queen

benignos(4,7%), siendoestadiferenciasignificativa. En los tumoresmalignos,

la fracciónde fase5 es mayoren aneuploides(8,2%) queen diploides (4,1%).

5.- Los valoresmáselevadosde fracciónde fase5 correspondenatumoresde alto

grado de malignidad histológica. El valor de fracción de fase 5 es

significativamentemferxoren animalesconestadioclínico local queen animales

conafectaciónganglionar.

6.- La existenciade obesidaden la etapajuvenil y duranteun periodode un año

anterior al diagnósticose relacionacon una mayor incidencia de neoplasias

mamarias en la especie canina.
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Conclusiones

7.- El consumode dietas caserasse asociaa un aumentoen la presentaciónde

tumores mamarios caninos en comparación con el consumo de dietas

comerciales.La ingestiónde carnesde vacunoy porcino y el consumoescaso

de carne de aves está en relacióncon un incrementoen la incidencia. La

ingestiónelevadade grasay reducidade frutas y verduraspareceaumentarel

riesgo.

8.- El análisisdel perfil de ácidosgrasosdel tejido adipososubcutáneoasícomoel

valor del seleniosérico, no revelandiferenciassignificativasentrelos animales

control y los animalesportadoresde tumoresmamarios.

9.- Los animalescon tumoresmamariospresentanun nivel mediode retinol sérico

de 60 sg/dl, valorsignificativamenteinferior a la mediade retinol sérico de los

animalescontrol (85 sg/dl).
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Resumen

En el presente trabajo se ha realizado un estudio sobre aspectosclínicos,

genéticosy nutricionalesen 102 perrascontumoresmamariasy 89 animalescontrol.

El estudioclínico efectuadoindica que la ulceración, el tamaño tumoral y la

adhereciaa planosprofundosson indicadoresde malignidad.

El análisisdel AUN tumoral mediantecitometríade flujo en 82 tumores, ha

reveladoque la incidencia de aneuploidíaes significativamentesuperioren los

tumoresmalignos(48,5%) que en las displasiasy tumoresbenignos(14,3%). La

heterogeneicidaden la ploidfa del ADN es del 19,5% y es independientede la

heterogeneicidadhistológica. Se ha observadohipoploidía en un 7,3% de las

neoplasias:En 5 de 33 tumoresmalignos (15,1%) y en 1 de de 49 displasiasy

tumoresbenignas(2,0%). El valor de la fracción de fase5 (SPF) determinado~n

72 tumoreses mayoren tumoresmalignos(7,3%) queen benignos(4,7%),siendo

esta diferencia significativa en el grupo de tumores diploides y aneuploides

conjuntamente,aunqueno en el grupode diploidesexclusivamente.En los tumores

malignos,la fracciónde faseS es significativamentemayoren aneuploides(8,2%)

que en diploides (4,1%). Los valores más elevadasde fracción de fase S

correspondena tumores de alto grado de malignidad histológica de forma

estadlsúcamentesignificativa. El valarde fracciónde fase5 es inferior en animales

canestadioclínico local (n=5)queen animalescon afectaciónganglionar(n= 19).

En estetrabajo tambiénsehan investigadodiversosaspectosrelacionadoscon

la nutrición señalándoseque, en 191 perras, la existenciade obesidaddurantela

np. juvenil y duranteun periodode un añoanterioral diagnósticose relacionacon

unamayor incidencia de neoplasiasmamarias.El consumode dietas caserasse

asocia a un aumento en la presentaciónde tumores mamarios caninos en

comparacióncon cl consumode dietas comerciales.La ingestión de carnesde

vacunoy porcinoy el consumoescasode carne de aves está en relación can un

incrementoen la incidencia; asimismo,el consumoelevadode grasay reducidode

frutas y verduraspareceaumentarel riesgode estasneoplasia
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Resumen

El análisisdel perfil deácidosgrasosdeltejido adipososubcutáneoen 81 perras,

así como el valor de selenio sérico determinadoen 115 animales no revelan

diferenciassignificativas entre los animalescontrol y los animalesportadoresde

tumoresmamarios.

Los animalescon tumoresmamarios(n=24)presentanun nivel mediode retinol

de 60 ~gId1,valor significativamenteinferior a la mediade retinol sérico de los 26

animalescontrol estudiados(85 ~gIdI).
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Summary

In tite presentstudyclinical aspectsancítheroleof geneticandnutritional factors

on incidenceof caninemammarytumoursare investigated.

In dxc 102 dogs with spontaneousmanimary tumours included in the study,

ulceration,size of tumor and adherenceto underlyingtissuewereclinical indicators

of malignancy.

Flow cytometricanalysisrevealedthat 7 of 49 dysplasiasand benign tumours

(14.3%)asid 16 of 33 primary malignanítumours(MT) (48.5%) had aneuploidG01

peaks,being tite differencestatisticailysignificaní. lix severaltumours(19,5%)titere

was intra-tumoralheterogeneityin ploidy statustitat was independentof histological

heterogeneity.Hipoploid stemiineswere found in 1 benign tumour and in 5 MT.

Tixe SPFwas significantly higiterin 27 (7.3%) MT titan in 45 <4.7%)dysplasias

and benigntumourswhendiploid asidaneuploidcaseswere combined,but not when

only diploid caseswere comparecí.Among prinxary MT tite SPF was higher in

aneuploidtitan in diploid tumours(P < 0.05) and it was higher in 5 MT from 5

dogswitlx regionaldiseasetitan in 22 MT from 19 dogswitlx local disease.Ihe SPF

wasposítively correlatedwith histological malignancygrade.

Severaldietaryasidnuti-itional factorsitavebeeninvestigatedin 191 femaledogs.

Obesityat oneyearof age and oneyear beforediagnosisis significantly relatedto

a higiter incidenceof caninemaxnmarytumours.Re intakeof home-mademeals

comparecílo tite intake of commercial foods, is significanúy related to a higixer

incidaxceof CMT.

The intakeof meat, especiallybeefasid pork asid tite low intakeof chicken is

asociatedto tite incidenceof canñxemanxznarytumours.A high fat intakeanda low

proportion of vegetablesiii dic diet seems to be related to dxc risk of canime

mammarytumours.

Re subcutaneousfatty acidprofile iii 81 dogshavenot showedany signfflcant

differencebetweencasesancícontrols. Serumseleniumlevelsin 115 dogswerenot

significantly different between casesand controls. Serum retinol leveis were

significantly lower in cases(n=24, 60 ~gId1)titan lix controis(n=26, 85 ~gIdl).
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