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Capituio I

INTRODUCCION Y OBJETIVOS

Introduccion

Los tumores mamarios constituyen las neoplasias de mayor incidencia en la
perra, pues se elevan a 260 casos de cada 100.000 perras no ovariectomizadas (Dorn
y col., 1968); esto supone una frecuencia de aparicion tres veces superior a la
observada en la mujer (Schneider, 1970).

Los tumores mamarios caninos (TMC) se han propuesto como modelo
comparativo para el estudio del cdncer de mama en la mujer por numerosos autores
(Bostock, 1975; Dom y col., 1968; Hamilton, 1974; Misdorp y Hart,1976; Owen,
1979; Schneider, 1970; Strandberg, 1974), ya que estas neoplasias presentan
caracteristicas similares en ambas especies. Asi, por ejemplo, tanto en la mujer
como en la perra, los tumores se presentan en pacientes adultos o viejos, suelen ser
de aparicion espontdnea, los principales factores conocidos que influyen en la
carcinogénesis son las hormonas sexuales y no se ha podido establecer una etiologia
virica en ninguno de los dos casos. Por otro lado, los tumores epiteliales guardan
histolégicamente cierta similitud.

Desde un punto de vista clinico, los tumores mamarios caninos tienen una
presentaciéon muy variable: desde pequefios nddulos que no infiltran los tejidos
adyacentes y con un comportamiento aparentemente benigno, hasta nédulos de gran
tamafio con signos evidentes de malignidad tales como ulceracion, adherencia a
planos profundos, afectacién de los ganglios linfiticos regionales y, en dltimo
extremo, presencia de metdstasis distales. Esta diversidad clinica de los TMC
prosigue en su evolucidn posterior pues, a excepeion de aquellos casos con presencia
de metdstasis a distancia cuyo desenlace es previsible, resulta dificil predecir el
futuro comportamiento de la mayoria de los tumores ya que suelen ser detectados
en estadios mds iniciales.

La ya mencionada variabilidad en el comportamiento bioldgico de los TMC es
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posiblemente una consecuencia de su complejidad histolégica pues las céiulas
tumorales pueden proceder de cualquiera de los tres componentes celulares presentes
en la gldndula mamaria: epitelial, mioepitelial y mesenquimatoso (Hampe y Misdorp,
1974). Existen escasos estudios de seguimiento ciinico en relacion al tipo histologico
(Schneider y col., 1969; Bostock, 1975; Misdorp y Hart, 1976; Brodey vy col., 1983;
Kurtzman y Gilbertson, 1986) concluyéndose que, aunque el diagnodstico histoldgico
de los TMC resulta imprescindible, no es suficiente para el establecimiento de
prondsticos mMas precisos.

Por ello, en los dltimos afios han aparectdo nuevas investigaciones en los TMC
encaminadas a la consecucién de nuevos factores prondstico y, mds recienterhente,
de carcinogénesis. Los factores hormonales han sido los mds estudiados hasta el
momento; seglin se ha demostrado tanto en estudios de toxicidad como
epidemioldgicos, las hormonas ovdricas y muchos derivados esteroides sintéticos
ejercen un papel fundamental en la carcinogénesis (Rutteman, 1990); es un hecho
conocido que la ovariectomia realizada a temprana edad es la medida preventiva mds
eficaz frente a estos tumores (Moulton y col., 1970; Misdorp, 1988; McEwen y
Withrow, 1989) y, por otra parte, los tumores hormonodependientes gozan de un
mejor prondstico en mujeres postmenopausicas (Chevallier y col., 1988).

Sin embargo, la carcinogénesis s un proceso muitifactorial en el que influyen
tanto factores intrinsecos como extrinsecos que, de un modo u otro, producen una
alteracién en el ADN celular, afectando a la funcionalidad de determinados genes.
Este es un campo de creciente interés para los investigadores, conlleva el
conocimiento de las alteraciones del cariotipo, e incluye, por ejempio, el estudio de
ciertas caracteristicas celulares mediante el andlisis con citometria de flujo. En los
iltimos anos, esta técnica analitica ha empezado a ser empleada en investigacién y
de forma rutinaria en Medicina Humana para conocer ¢l contenido de ADN de las
células tumorales. Por el contrario, en Medicina Veterinaria son muy escasos los
trabajos que estudian las alteraciones del ADN celular y concretamente sélo existen

dos que utilicen la citometria de flujo en el estudio de TMC (Rutteman y col., 1988;
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Hellmén y col., 1988).

Dentro de los factores extrinsecos que influyen en la carcinogénesis se incluyen
ciertos factores ambientales que son potencialmente carcindgenos y se encuentran en
el medio que nos rodea. Existe una honda preocupacién en la opinicdn piiblica sobre
este tema, que ha originado la aparicién de investigaciones encaminadas a determinar
qué factores ambientales influyen en el proceso de carcinogénesis; de ellas un gran
nimero tratan de esclarecer el papel de diversos elementos de la dieta en el
desarrollo de ciertos tumores humanos y de animales de experimentacion, entre ellos
los mds estudiados son los de mama y colon humanos (Alfin-Slater y Kritchevsky,
1991).

Es evidente que la determinacion de aquellos componentes de la alimentacidn que
influyen positiva o negativamente en la carcinogénesis, reviste una gran importancia.
ya que se podria modificar su consumo evitando asi un proceso inicial de
carcinogénesis, o bien logrando un enlentecimiento de tumores ya aparecidos.

En la actualidad, existe una gran controversia a la hora de establecer relaciones
dieta-cdncer definitivas, debido en parte a la complejidad de los estudios
epidemiolégicos en si mismos y, en parte, a la faita de acuerdo entre los resultados
obtenidos por los diversos grupos de investigacién tanto a nivel experimental como
epidemioldgico. Asimismo, por un lado, una parte de Ia comunidad cientifica opina
que los datos actuales no son hallazgos comprobados de manera inequivoca y que,
en base a ellos, el establecimiento de recomendaciones dietéticas seria prematuro;
por otro lado, ciertos grupos de investigadores sostienen que, si tras la aplicacién
de las recomendaciones dietéticas se consiguiera una ligera reduccidn de las elevadas
cifras de mortalidad por cdncer en los paises industrializados, este hecho mereceria
en cualquier caso la pena.

En Medicina Veterinaria son pricticamente inexistentes las investigaciones
enfocadas a determinar la influencia de la dieta en la carcinogénesis de los tumores
de los animaies de compaiifa (Sonnenschein y col., 1991; Shofer y col.,1989).

En el caso de la nutricidén, los TMC también sirven como modelo extrapolable

10
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a los tumores mamarios humanos, debido fundamentalmente a que los animales de
compariia conviven estrechamente con el hombre y que un gran nimero de ellos
consumen en parte o en su totalidad los mismos alimentos que sus propietarios.
Ademas el estudio en 1a especie canina presenta un ventaja aftadida ya que la dieta
del perro es mucho menos variable y diversa que la del ser humano, lo que origina
que un estudio epidemiolégico de este tipo entrafie una menor dificultad y por tanto
un menor error que uno similar realizado en la poblacién humana.

En definitiva, la ausencia de conclusiones fiables en los tumores mamarios en la
especie humana y sobre todo en la especie canina en los diversos campos abordados
en esta introduccion, nos impulsaron a plantearnos este trabajo. No cabe duda‘de que
el hecho de servir como modelo experimental para la especie humana le confiere a
. nuestro trabajo una gran importancia. No obstante, desde nuestro punto de vista
veterinario el enfoque hacia la especie canina es en si de gran interés al ser los TMC
una de las causas mds frecuentes de muerte de los animales de compaiiia.

Se trata, a grandes rasgos, de ofrecer mejores perspectivas en cuanto a la
prevencién, control y posibilidades terapéuticas del cdncer asi como de calidad de
vida de nuestros animales.

El formato empleado en este trabajo, difiere del tradicional de los trabajos de
Tesis Doctorales presentados en la Universidad Complutense de Madrid, ya que
consta de cuatro capitulos independientes. El primero corresponde a una revisidn
bibliogrédfica y los tres siguientes constituyen estudios diferentes y constan a su vez
de apartados de introduccién, material y métodos, resuitados y discusion.
Finalmente, se presentan las principales conclusiones de todo el estudio. El motivo
de presentar esta Tesis Doctoral con el mencionado formato, aceptado por la
Universidad Complutense de Madrid, ha sido que se ha realizado en colaboracién
con centros de investigacién holandeses y bajo la co-direccion de investigadores de
este pais, por lo que hemos tenido que homologar criterios de organizacién y

presentacién de trabajos de Tesis Doctorales en ambos paises.

L1
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En el presente trabajo nos hemos planteado la consecucién de los siguientes

objetivos:

Objetivos

10

Realizar un estudio clinico completo de un nimero significativo de perras con

furmores mamarios.

. Analizar el contenido de ADN de los tumores mamarios objeto de este trabajo,

determinando el Indice de ADN y la fraccion de células en fase S mediante

citometria de flujo.

Relacionar los resultados obtenidos del andlisis del ADN tumoral con diversos

aspectos clinicos e histologicos.

Establecer si la alimentacion y la obesidad influyen en la incidencia de las

neoplasias mamarias en la perra.
Determinar el posible efecto de ciertos alimentos y componentes de la dieta en

la incidencia de los tumores mamarios caninos: grasas, proteinas y carbohidratos.

Estudiar la posible influencia de determinados micronutrientes (selenio y retinol)
asi como del perfil de dcidos grasos de tejido adiposo subcutdneo en la incidencia

de los tumores mamartos caninos.

12
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REVISION BIBLIOGRAFICA

Incidencia de los tumores mamarios en la especie canina

Los tumores mamarios constituyen la neoplasia mds frecuente en la perra, con
una incidencia anual de 260 de cada 100.000 perras no ovariectomizadas (Dorn y
col., 1968), siendo esta incidencia tres veces superior a la de la mujer (Schneider,
1970). En machos, la frecuencia de presentacion es muy baja, de 0 a 2'7% (Brodey
y col., 1983) y la edad media descrita en la literatura es de 10’7 afios, superior a la
de las hembras. En el hombre, la incidencia supone un 1% de la frecuencia con que
aparece en la mujer (Theilen y Madewell, 1987).

El riesgo de aparicién de los tumores empieza a aumentar a partir de los 6 afios
de edad, siendo 10 afios la edad media de mayor incidencia. Se han descrito los
perros de caza como las razas de mayor riesgo (pointer, setter, spaniel breton y
labrador retriever) aunque se han observado incidencias elevadas en otras razas no
cazadoras (pastor de los pirineos, samoyedo, diversos tipos de caniches y terriers).
Se consideran razas de bajo riesgo el collie y los mestizos (McEwen y Withrow,
1989; Theilen y Madewell, 1987).

Carcinogénesis mamaria
1. Concepto de carcinogénesis

Antes de comenzar a revisar la bibliografia existente sobre la etiologia de los
TMC creemos conveniente resumir algunas nociones bdsicas sobre la carcinogénesis
para facilitar la comprensién de otros aspectos que posteriormente s¢ tratardn en
profundidad. Para ello comenzamos definiendo brevemente la carcinogénesis como
el resultado final de miltiples alteraciones genéticas que originan un crecimiento
celular auténomo y sin control (Cairns, 1981),

La transformacién neopldsica puede producirse por numerosos agentes tales como

sustancias quimicas, energfa radiante o determinados virus {Cotran, 1990). A
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continuacidn nos vamos a referir sélo al proceso de carcinogénesis quimica, ya que
no existen datos convincentes que avalen la participacion de los otros dos grupos de
agentes mencionados en la transformacién maligna de las células de la glindula
mamaria de la mujer y de ia perra (Theilen y Madewell, 1987).

La carcinogénesis quimica es un proceso multifactorial y dinimico que se
produce en generaciones sucesivas de células que pasan por multiples estadios, los
cuales se pueden resumir en iniciacién y provocacion (Pitot, 1986).

Iniciacién. Es un estadio en el que se produce una alteracidon permanente e
irreversible del ADN de las células diana, dando lugar a las denominadas células
iniciadas. Los productos que "inician" el proceso de carcinogénesis se denotinan
carcindgenos iniciadores. Son compuestos altamente reactivos que pueden actuar
sobre el ADN, el ARN o las proteinas celulares; parece ser que actian
preferentemente sobre el ADN ya que la mayoria de ellos poseen capacidad
mutagénica. Estos compuestos iniciadores pueden actuar de forma directa
(carcindgeno), o bien necesitar una transformacion metabdlica y actuar a través de
sus metabolitos activos (procarcinégenos o carcindgenos indirectos). Ademds,
pueden actuar de forma sinérgica con la accidn transformadora de otros carcindgenos
(co-carcindgeno).

Provocacién. Para que la mutacién del ADN que ha tenido lugar durante la
iniciacién se exprese, es necesaria la exposicién posterior a otros carcindgenos
denominados provocadores o promotores. Son compuestos no electréfilos que no
lesionan el ADN. Las alteraciones producidas por los promotores son reversibles,
a diferencia de las producidas por los carcindgenos. Su accidn parece ser epigenética
lo que implica la expresidn alterada de la informacién genética contenida en las
céluias (Cotran, 1990).

Estos dos procesos van seguidos del fendmeno conocido como progresién
tumoral que se produce en el intervalo entre la transformacién y la deteccién clinica
del tumor y consiste en la aparicién de muiltiples subclones fenotipicamente

diferentes surgidos por mutaciones en las células ya aberrantes, lo que les confiere
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ciertas caracteristicas en su capacidad de infiltracion, su velocidad de crecimiento,
su respuesta a las hormonas y su sensibilidad a los formacos antineopldsicos (Foulds,
1975).

Las alteraciones del ADN que tienen lugar en la iniciacién y progresion
tumorales, pueden afectar a determinados genes cuya estructura y funcidn resultan,
asi, modificadas. Estos genes pueden clasificarse en dos grupos: protooncogenes vy
genes supresores. Los protooncogenes (presentes en las céluias normales) estdn
implicados en el control del crecimiento o en la diferenciacién celulares y cuando
sufren mutaciones tales como sustituciones de nucledtidos, delecciones. inserciones
o amplificaciones genéticas entre otras, que actien de un modo dominante, se
transforman en oncogenes responsables de una proliferacion celular excesiva e
incorrecta. Los denominados genes supresores del cdncer, que en la célula normal
inhiben la proliferacién celular, tras sufrir mutaciones de tipo recesivo quedan
inactivados, participando de este modo en la transformacién maligna (Weinberg,
1989).

2. Etiologia de los tumores mamarios caninos

El proceso de carcinogénesis en los tumores mamarios caninos hasta donde se
conoce, se trata de una secuencia de transformaciones de tipo quimico, al ser los
factores etioldgicos de mayor importancia los de tipo hormonal, siendo ias hormonas
ovdricas las que ejercen un papel fundamental como agentes provocadores (Thetlen
y Madewell, 1987). Por ello, el riesgo de aparicién de neoplasia mamaria en perras
que son ovariectomizadas antes de la aparicidn del primer celo queda reducido a un
0'05% segun algunos autores (McEwen y Withrow, 1989) o bien a un 0’'5% segun
otros investigadores (Theilen y Madewell, 1987). Si la ovariectomia se realiza
después del segundo celo, el riesgo se reduce a un 26% y si se lleva a cabo después
de los dos afios y medio de edad el riesgo de aparicién de tumores de mama apenas
disminuye (Theilen y Madewell, 1987). Ademds, segin Rutteman (1990), en este

iltimo caso decrece sélo el riesgo de aparicién de neoplasias benignas. No solo las
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hormonas enddégenas influyen en la carcinogénesis, sino que ésta depende también
de ciertos esteroides hormonales empleados en la clinica veterinaria para evitar el
celo, tratar pseudogestaciones, 0 cubriciones no deseadas (Rutteman y col., 1988).
Algunos estudios han demostrado que el empleo combinado de estrégenos y
progestigenos favorece la aparicién de tumores malignos (Casey y col., 1979:
Conncannon y col., 1981), y dosis bajas 0 moderadas de progestdgenos e! desarrollo
de neoplasias benignas (Rutteman, 1990; Misdorp, 1988).

Al igual que ocurre en los tumores mamarios de la especie humana (Kallioniemi
y col., 1987; Chevallier y col., 1988), se ha demostrado la hormonodependencia de
los TMC, detectindose la presencia de receptores de estrégenos, progesterona y
prolactina (McEewen y col., 1982; Mialot y col., 1982; D’Arville y Pierrepoint,
1979). Dichos receptores hormonales suelen estar presentes en mayor nimero en
gldndulas normales y en neoplasias benignas que en tumores malignos y no estdn
presentes en las metdstasis (Rutteman y col., 1986 y 1988).

Otro factor que ha sido estudiado en relacion con la carcinogénesis es el nimero
de gestaciones; en algunos estudios clinicos se describe una mayor incidencia de
TMC en perras nuliparas o que habian tenido pocos cachorros en comparacién con
perras que habian tenido camadas numerosas (Strandberg, 1974). Determinadas
alteraciones como celos irregulares, presencia de quistes foliculares, cuerpo liteo
persistente, hiperplasia endometrial y pseudogestacién no aumentan el riesgo
(Schneider y col., 1969) asi como tampoco la edad al primer parto (Taylor y col.,
1976; Schneider y col., 1969).

Asimismo, el papel de las hormonas hipofisarias es confuso. Recientemente se
ha comprobado que los progestigenos inducen la produccion de hormona del
crecimiento en la gldndula mamaria en la perra (Selman y col., 1994) por lo que
actualmente no se puede descartar un posible papel de esta hormona en la
carcinogénesis mamaria. También se ha comprobado que los tratamientos
prolongados con acetato de medroxiprogesterona y progesterona en la perra,

aumentan la incidencia de tumores mamarios, originan cambios acromegalicos y
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aumentan los niveles sanguineos de hormona de crecimiento (E! Etreby y col.,
1980). Por todo ello algunos autores (Rutternan, 1990) mantienen la hipdtesis de que
la mayor secrecion de hormona de crecimiento inducida en los tratamientos con
progestdgenos en la prictica veterinaria gjerce un efecto directo en la carcinogénesis
mamaria independientemente del efecto de la progesterona. Sin embargo, se ha
observado que los niveles sanguineos de hormona del crecimiento en perras con
tumores espontdncos, son similares a los de perras sanas (Rutteman y col., 1989).
El papel de la prolactina tampoco se ha esclarecido, aungque cabe destacar que esta
hormona, en otras especies, posee una accidn mitdgena en tumores (Manni y
Wright, 1985; Peyrat y col., 1984) y que los receptores de prolactina se encuentran
en menor medida en tumores que en tejido sano (Rutternan y col., [988).

Para finalizar este capituio referente a la carcinogénesis mamaria canina creemos
conveniente mencionar que algunos autores han encontrado particulas retroviricas en
tumores de mama en la perra (Watrach y col.,1978) y en la gata (Calafat y
col.,1977). Sin embargo, estos hallazgos parecen constituir hechos aisiados, pudieran
tratarse de virus transitorios no responsables de la enfermedad y en general no se
consideran suficientes para establecer una posible etiologia virica de dichos tumores
(Theilen y Madewell, 1987).

3. Carcinogénesis y contenido de ADN
3.1. Determinacién del ADN celular mediante citometria de flujo

Como ya hemos seiialado, y de acuerdo con todos los autores consuitados, el
hecho uitimo que determina la apariciéon de las neoplasias en ¢l proceso de
carcinogénesis es la alteracién en mayor o menor grado del ADN celular. Por ello,
el contenido de ADN de las células tumorales en la mayoria de los tumores sélidos
es anormal debido a las alteraciones cromosdmicas que se producen durante el
proceso de iniciacidn y/o progresion tumorales (Beerman, 1991) y puede
investigarse de diversas formas, entre ellas la mds utilizada en la actualidad es la
citometria de flujo.
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La citometria de flujo es una técnica analitica basada en la medicién de la
fluorescencia que emite una suspension celular, Los tejidos a analizar son
disgregados para obtener una suspension monodispersa que posteriormente es tefiida
con determinados conjugados fluorescentes con capacidad de unirse de manera
especifica a componentes celulares como el ADN, el ARN, o antigenos celulares.
Los conjugados empleados para analizar el contenido de ADN se denominan
fluorocromos intercaladores ya que forman complejos con la doble cadena de ADN
intercaldndose entre los pares de bases de la cadena. Los mds empleados son el
yoduro de propidio (PI) y el bromuro de etidio (EB) (Magdelénat, 1991).

Una vez que las células en suspension estdn tefiidas, se hacen pasar en hilera en
forma de flujo laminar mientras la fuente de luz (normalmente ldser) emite un haz
sobre las particulas que son asi registradas en el sistema detector del citometro, La
informacion registrada es procesada de varias formas, 1a que a nosotros nos ocupa
es la que ofrece los datos en forma de histogramas de frecuencia de las células, y
almacenada en un ordenador (Magdelénat, 1991).

Los citémetros de flujo permiten actualmente un rango amplio de posibilidades
analiticas, entre las que se incluyen el tamafio celular y nuclear, anilisis
mitocondrial, andlisis del ARN y ADN, determinacion de la estructura cromadtica,
de las proteinas totales, entre otros muchos (Myc, 1991). Mediante citometria de
flujo podemos detectar cambios en 1a ploidia del ADN ya que permite el andlisis de
un gran nimero de células, entre 10.000 y 20.000 en unos minutos, permitiendo la
deteccién de, al menos, una diferencia en el contenido de ADN celular de un 40%
del ADN (Vindelov y col., 1983) lo que corresponde al contenido de ADN del
cromosoma nimero uno humano (Mendelson y col., 1973).

Sin embargo, esta técnica presenta el inconveniente de no detectar las alteraciones
cromosémicas estructurales por lo un contenido normal de ADN no excluye la
existencia de alteraciones citogenéticas {Devilee y Cornelisse, 1930). No obstante,
y a pesar de ser una técnica cara, sofisticada y que necesita personal especializado,

es 1a mds empleada para la investigacion del ADN en el cancer en todo el mundo.
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3.1.1. El contenido de ADN en relacién al ciclo celular

El ciclo celular puede dividirse en 5 fases: la fase G, o fase de reposo celular,
la fase G, o fase de produccion de enzimas necesarias para la sintesis de ADN y de
ARN, la fase S o de duplicacién del ADN, la fase G, en la que tiene lugar la sintesis
de ADN y de ARN, la formacién del aparato mitético y de proteinas necesarias, y
la fase M de mitosis (Vielh y col, 1991).

El término ploidia hace referencia al nimero de cromosomas o cariotipo;
mientras que el término ploidia del ADN hace referencia al contenido de ADN que,
determinado mediante citometria de fujo se expresa en términos de Indice de ADN
(Vielh y col., 1991).

Durante las fases G, y G, la célula posee una dotacién cromosdmica haploide,
es decir un contenido de ADN en relacién a la ploidia de 2C. Durante la fase G, y
en ciertas fases de la mitosis, la célula posee doble cantidad cromosémica, es decir
un contenido de ADN de 4C, y durante la fase S la dotacidn cromosdmica oscila
entre 2C y 4C (Vielh y col, 1991).

Al analizar un tejido normal, encontraremos una distribucion de células que se
encuentran en las diferentes fases del ciclo celular. Un histograma obtenido mediante
citometria de flujo nos ofrece las frecuencias de distribucidn de las células segun su
contenido de ADN, es decir el porcentaje de células que se encuentran en cada una
de estas fases celulares (Vielh y col., 1991).

3.1.2. Determinacién de la ploidia del ADN en las neoplasias

Tras la publicacién de varios estudios realizados mediante citometria de flujo en
distintos tumores, y en especial en cdncer de mama, fue necesario uniformar
criterios con respecto a las anomaifas de la ploidia del ADN, para facilitar su
clasificacién. Asi, en la Convencidén de 1984 de la Sociedad de Analitica se
establecieron los conceptos bdsicos en este sentido (Hiddeman y col., 1984). Se
establecid que el nivel de ploidia del ADN se expresaria en lo que s¢ conoce como

Indice de ADN o IA, definiéndose éste como la relacién entre el contenido de ADN
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de la poblacidn de células tumorales que se encuentra en las fases G, y G, (G, ) y
el contenido de ADN ‘de una poblacion celular normal en fase G, que es diploide
y que corresponde a un contenido de 23 pares de cromosomas en la especie humana
(Hiddeman y col., 1984).

También se establecieron como debian realizarse los controles necesarios para
verificar la poblacidn diploide en el histograma; se deben efectuar mediante la
adicidn del denominado “estdndar interno”, el cual ha de ser una suspension nuclear
normalmente de glébulos rojos de pollo o de trucha de acuerdo con lo sefalado
previamente por Vindelov (1983),

Asimismo se acordd que las poblaciones celulares cuyos indices de ADN difieran
de 1.00 deben considerarse aneuploides. Dichas poblaciones aneuploideé se
clasificardn en funcidn del Indice de ADN.

Las alteraciones de la ploidia en una poblacién celular pueden deberse
fundamentalmente a los siguientes mecanismos (Vielh y col., 1991): Segregaciones
cromosémicas incorrectas que den lugar a pérdidas o ganancias completas de
cromosomas, recombinaciones estructurales que produzcan delecciones o
duplicaciones cromosémicas y amplificaciones y endorreduplicaciones que originen

tetraploidia (Shackney y col., 1989).

3.1.3. Determinacién de la Fraccién de Crecimiento

Fraccion de Crecimiento (FC) se denomina a la proporcidn de células de un
tumor que se encuentra en el reservorio proliferativo, es decir en las fases G, S, G,
o M (Cotran, 1990). La FC puede determinarse empleando diversos métodos
analiticos; entre otros, y como se ha realizado tradicionalmente se encuentran el
indice mitético, la medicidn de la incorporacidn al ADN de precursores especificos
como el andlisis por autorradiografia de la incorporacién de timidina tritiada
(Tubiana y col., 1984; Meyer y col., 1986).

También empleando citometria de flujo es posible calcular la FC mediante la

determinacidn de la fraccién de células en fase S del ciclo celular o S-phase fraction
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(SPF). La fraccidn de células en fase S representa una pequefia proporcion, ya que
normalmente no supera el 10% del niimero total de células. Para su determinacidn,
es necesario eliminar los artefactos que aparecen en el histograma debidos a los
detritos celulares presentes en la muestra, bien por estar presentes en el propio
tumor o por ser secundarios al procesado de la muestra (Vielh y col.,1991).

Para el cdlculo de l1a SPF pueden emplearse sistemnas matemadticos, entre otros,
el modelo rectangular propuesto por Baisch y col. (1975) en el que la fase §
corresponde al drea de un rectingulo trazado sobre el histograma entre la mitad del
pico Gy, y la mitad del pico G/M. Una variante del método anterior es el
trapezoidal propuesto por el mismo autor (1982). Otros métodos empleados son el
modelo propuesto por Barlogie y col. (1976) y el de distribucién miltiple de Fried
y col. (1976).

3.1.4. Interpretacién de los resultados obtenidos mediante citometria de flujo

La obtencién de resultados mediante la interpretacidon de los histogramas
requiere, ademds de experiencia, uniformidad de criterios entre los distintos
laboratorios, como hemos mencionado anteriormente. La dificultad de la
interpretacién puede agravarse por la presencia de varios factores como, por
gjemplo, Ia autolisis que es una fuente potencial de falsos picos aneuploides en los
histogramas obtenidos de material parafinado (Joensuu y col., 1990). Otro problema
es la presencia en el histograma de picos excesivamente anchos, 10 que puede ser
debido a una mala preparacién de la muestra o a la presencia de céluias con
diferentes contenidos cromosémicos (Shackney y col., 1590).

Otra dificuitad afadida es la identificacion de poblaciones celulares hipoploides,
sobre todo en muestras incluidas en parafina (Beerman, 1991) y que son muy
importantes, ya que la pérdida de material genético se asocia a un incremento de la
progresion tumoral (Harris, 1988). Cuando el material es fresco o congelado, el
reconocimiento de las poblaciones hipoploides se realiza mediante el empleo de

células diploides de referencia o estdndar para establecer la posicién de la poblacién
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diploide, sin embarge cuando las muestras estdn incluidas en parafina no se pueden
anadir células de referencia (Beerman, 1991).

La calidad de las mediciones depende, ademds de los factores mencionados, de
la calidad final de las células y asi, por ejemplo, los detritos 0 agrupamientos
celulares, o bien los factores mecdnicos o bioquimicos que ocasionen cariolisis o
cariorrexis, dan lugar a una absorcion desigual del fluorocromo que interfiere en la
resolucidn de los histogramas. Para valorar la precision de los histogramas se utiliza
el denominado coeficiente de vartacién (CV) de los picos de! histograma (Vielh y
col., 1991).

3.2. Estudio del ADN con citometria de flujo de tumores mamarios en la
especie humana.

Uno de los objetivos del estudio del ADN ha sido su posibie aplicacién como
factor prondstico en tumores mamarios humanos, pero el andlisis retrostectivo de
muestras tumorales archivadas y conservadas en parafina no ha sido posible hasta
que en 1983 Hedley y col. desarrollaron un método especial de digestion del
material neopldsico. Ello ha originado la aparictdn de estudios enfocados a investigar
el valor prondstico de las alteraciones de la ploidia del ADN en pacientes que se
encontraban bajo seguimiento clinico (Hedley y col., 1987). Sin embargo, aunque
este andlisis ofrece resultados interesantes, presenta problemas secundarios debidos
a su menor capacidad de resolucién, siendo los coeficientes de variacion superiores
a los obtenidos con material fresco (Kallioniemi y col.,1988). Ademds, en este tipo
de andlisis resulta muy dificil determinar la SPF, que es una fraccion de importante
valor prondstico (Vindelov y col., 1990) y adecuada para evaluar la evolucion clinica
de los pacientes con tumores mamarios (Tubiana y col., 1984; Silvestrini y col.,
1985; Meyer y col., 1986). Finalmente, no se ha llegado a una estandarizacién
interna adecuada para esta técnica, por lo que los resultados de los estudios que la
emplean son contradictorios (Vindelov y col., 1990).

Por ello, es mds fiable el andlisis de material fresco o congelado en el que el
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procesado de 1a muestra se realiza mediante el método descrito por Vindelov y col.
(1983) que consiste en la digestion enzimadtica con tripsina y posterior tratamiento
con un detergente no i6nico, aunque no permite un estudio retrospectivo de los casos
sino prospectivo (Vindelov y col., 1990; Rutteman y Cornelisse, 1991).

La mayoria de la bibliografia consultada en este sentido corresponde a estudios
prospectivos que demuestran que un 1% de los tumores mamarios benignos
estudiados son aneuploides, mientras que los tumores malignos muestran porcentajes
de aneuploidia del 70% (Christov y col., 1989; Comelisse y col., 1983; Moran y
col., 1984; Levack y col., 1987; Spyratos y col., 1987). Segtn otros autores, son
aneuploides de 57% a 89% de los tumores malignos analizados (Coulson y col,
1984; Baildam y col., 1987; Dowle y col., 1987; Hedley y col., 1987; Dressler y
col., 1988; Kallioniemi y col., 1988; Lykkesfeldt y col., 1988; Clark y col., [989),
Finalmente, en un trabajo publicado en 1991 se revisan 56 estudios en este campo,
comprobédndose que la frecuencia de aneuploidia en carcinomas mamarios humanos
es de un 63% (Frierson, 1991),

En dicho trabajo de revisidn, la frecuencia de distribucion de los IA es de tipo
bimodal y no al azar observdndose la presencia de dos zonas en el histograma en las
que mds frecuentemente se sitdan las poblaciones celulares tumorales: la zona situada
en los limites de la diploidia (IA de 1.00, con un rango de 0.96 a 1.04) y la zona
hipotetraploide. En base a esta frecuencia se han propuesto varias teorias sobre la
evolucién de la ploidia en los tumores y se ha descrito que sigue fundamentaimente
dos directrices: por un lado, una segregacién cromosdmica o disyuncidn mitdtica
incorrecta serfa el mecamismo que siguen los tumores con un bajo grado de
aneuploidia (IA menor de 1.40), mientras que ¢l fenémeno de tetraploidizacién
seguido de pérdida o ganancia cromosdmica serfa el que siguen los tumores con un
grado elevado de aneuploidia (hiperploides). Por otro lado, el fenémeno de
endorreduplicacién o fallo en la citoquinesis puede originar una duplicacién del

nimero cromosdmico originando poblaciones tetraploides (Jacobsen y col., 1984;
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Ewers y col., 1984; Cornelisse y col., 1984).

Shackney y col. (1989) emplearon un modelo computerizado para estudiar la
evolucion de 1a ploidia durante 1a progresién tumoral, basado en la capacidad de las
células tumorales de doblar espontidneamente su dotacién cromosémica y en la
inestabilidad citogenética de las células con un excesivo nimero cromosémico,
demostrando que los mecanismos mencionados ocasionan anomalias estructurales
cromosémicas que afectan a genes implicados en el crecimiento celular, También se
confirmé que la presencia de aneuploidia siempre se asociaba al desarroilo de
anomalias en genes relacionados con el control del crecimiento celular.

La proporcién de células en fase S observada en los estudios realizados en
tumores mamarios con material fresco estd comprendida entre [ % y 40% del total
de la poblacién celular, con un valor promedtio entre el 5% y el 15% (Frierson,
1991). Los valores de SPF en los tumores aneuploides son significativamente
superiores a los de tumores diploides. El valor promedio de SPF en tumores
aneuploides oscila entre 10°3% y 12°0% y en diploides de 2°6% a 6% segtn los
diversos autores consultados (Dressler y col., 1988; Eskelinen y col., 1989;
Kallioniemi y col., 1988; Winchester y col., 1990).
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3.2.1. Relacién con las variables clinicas

Aunque la mayoria de los estudios muestran la existencia de una clara correlacién
entre la presencia de aneuploidia y el aumento de tamaiio tumoral (Cornelisse y col.,
1987, Dowle y col., 1987; Lewis y col., 1990) no todos han observado dicha
relacion (Hedley y col., 1987; Kallioniems y col., 1988). Asimismo, algunos autores
han encontrado una relacién significativa entre valores elevados de SPF y de tamaiio
tumoral (Eskelinen y col., 1989; Visser y col, 1990), aunque no todos los estudios
confirman la citada asociacion (Kallioniemi y col., 1988; Hedley y col., 1987).

Con respecto a la relacion existente con la afectacion ganglionar los resultados
también son diversos puesto que aunque la mayoria de los estudios no encuentran
asociacién entre la frecuencia de aparicion de aneuploidia y la afectacion ganglibnar
(Ewers y col., 1984; Cornelisse y col., 1987; Dowle y col., 1987; del Bino y col.,
1989; McDivitt y col., 1986), otros autores han encontrade una discreta relacién
(Stal y col., 1989; Jacobsen y col., 1984; Feitcher y col., 1988; Dressler y col.,
1988) e incluso una muy significativa relacién (Hedley y col., 1987; Kallioniemi y
col., 1988).

Asimismo, no se han encontrado diferencias significativas en los valores de SPF
entre pacientes con afectacion 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). Otros autores (Dressler y col., 1988) han indicado en tumores
diploides valores de SPF mayores en pacientes con afectacién ganglionar que en
pacientes ganglio-negativos, aunque no sefialan esta relacion en los tumores
aneuploides.

Aunque se ha observado una mayor frecuencia de aneuploidia (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 caracteristicas indicativas de progresién tumoral como negatividad a receptores
de estrégenos y progesterona, la mayoria de los autores no han encontrado

correlaciones significativas (Frierson, 1991).
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3.2.2. Relacién con las variables histopatoldgicas

Diversos autores han encontrado una relacién significativa entre la ploidia del
ADN y el tipo histolégico tumoral de los tumores mamarios humanos (Taylor y col.,
1983; Kallioniemi y col., 1987; Feichter y col., 1988; Christov y col.. 1989; del
Bino y col., 1989; Lewis y col., 1990; Keyhani-Rofagha y col., 1990), siendo los
carcinomas ductales y medulares los mds frecuentemente aneuploides, mientras que
los lobulares, tubulares y mucinosos son mds frecuentemente diploides.

En muy pocos trabajos se ha estudiado la relacién entre la proporcidn de células
en fase S y el tipo histoldgico. Se ha descrito que los carcinomas tubulares y
mucinosos presentan un 3’'1% a 4'3% del total de células en fase S, mientras que
en carcinomas ductales y lobulares este porcentaje es de 4'8% a 7'4%. Los
carcinomas medulares presentan el mayor valor de SPF, siendo la media de 7'8 a
13% (Moran y col., 1984; Feichter y col., 1988; Hatcheck y col., 1989; McDivitt
y col., 1986).

3.3. Estudio del ADN con citometria de flujo de tumores en la especie canina
Son escasas las investigaciones enfocadas al estudio del ADN celular en el perro.
En el primer estudio encontrado en la literatura (Johnson y col., 1981) relativo al
contenido de ADN en tumores sélidos caninos {melanomas, sarcomas de tejidos
blandos, carcinomas mamarios, adenocarcinomas gastrointestinales, osteosarcomas
y hemangiopericitomas, entre otros) un 80% de los tumores analizados fueron
aneupioides con un A promedio de 1.4. Los tumores se clasificaron en funcién del
contenido de ADN en dos grupos: tumores diplo-hiperploides, fundamentaimente
formado por melanomas y sarcomas de tejidos blandos y tumores con IA mucho mas
divergentes como los carcinomas mamarios y los condro y osteosarcomas.
Posteriormente, Hellmén y col. (1988) y Rutteman y col. (1988) publicaron los
resultados obtenidos en tumores mamarios caninos, que resumimos a continuacion.
Hellmén y col. (1988) trataron de determinar el valor diagndstico de la ploidia
del ADN tumoral en relacidén al estudio histoldgico y citoldgico y la progresidon
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tumoral reflejada mediante la ploidia del ADN. Posteriormente, este grupo de
trabajo ha publicado. los resultados sobre el valor prondstico de la ploidia en un
estudio de seguimiento postquirirgico en perras con tumores de mama (Hellmén y
col., 1993). Se encontraron unos porcentajes de aneuploidia de 52% en los tumores
malignos y de 27% en los benignos. Los Indices de ADN obtenidos se encontraron
en un rango entre 0.72 y 2.35. No se apreciaron relaciones significativas entre la
ploidia del ADN vy otras variables clinicas e histopatoldgicas.

En el trabajo de Rutteman y col. (1988) se estudiaron tumores benignos y
malignos (primarios y metastdticos), apareciendo aneuploidia en un 61'8% de los
tumores malignos y en un 17'4% de los benignos. No existieron relaciones
significativas entre la ploidia del ADN y ciertas variables clinicas e histopatoldgicas,
ni con la presencia o ausencia de receptores de estrégeno y progesterona. Si se
~ demostré que los tumores con una mayor capacidad metastdsica eran aneuploides con
mayor frecuencia, aunque esta tendencia no fué significativa.

En los tumores mamarios caninos se ha observado un mayor mimero de tumores
hipoploides (20°6%) superior a lo recogido en la literatura en el cdncer de mama en
la mujer (0 a 8%) (Helmén y col, 1988; Rutteman y col., 1988).

Otro estudio en TMC recientemente publicado por Scanzianni y col. (1991),
muestra resultados diferentes a los anteriores pues la totalidad de los tumores
benignos fueron diploides y se observé una relacién significativa entre la ploidia
tumoral y ¢l estadiaje clinico. Probablemente estas diferencias se deben a que en este
estudio el material empleado fue conservado en parafina, a diferencia de los

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

Existen numerosos trabajos publicados sobre la influencia de la nutricidén en la
carcinogénesis de diversas neoplasias humanas tales como tumores mamarios,
pulmonares, cutineos ¢ intestinales entre 1os mds frecuentes, ya que este aspecto de
la biologia tumoral ha sido objeto de investigacién desde hace mads de cinco décadas.
Por ello la bibliografia encontrada es abundante aunque no existen conclusiones
definitivas respecto a la influencia de la nutricién en la carcinogénesis mamaria
humana. Hemos de sefialar, sin embargo, la ausencia de datos en la especie canina
tanto en tumores mamarios como en el resto de las neoplasias. Este breve
comentario justifica que la gran mayoria de las referencias citadas en este apartado

de la revisién bibliogrdfica se refieren a Ia especie humana.

4.1. Mbétodos de estudio de las relaciones entre la nutricién y el cdéncer

Las fuentes de datos que muestran la influencia de la dieta en la aparicién de
cancer son los estudios epidemioldgicos en el hombre y los experimentales en
animales. A continuacién vamos a mencionar 1a bibliografia més relevante en este

sentido referente a los tumores mamarios.

4.1.1. Estudios epidemiolégicos
Existen principalmente cuatro tipos de estudios epidemioldgicos (Zaridje, 1985)

que resumimos a continuacion,

Estudios ecolégicos. Son estudios de poblacion que comparan la incidencia o los
indices de mortalidad por cdncer de diversos paises, o de diferentes poblaciones
dentro de un mismo pais, tratando de relacionar las posibles diferencias encontradas
con los factores potenciales de riesgo a estudiar como, por ejemplo, 1a obesidad, el
peso relativo en relacién a la altura de los individuos, el consumo caldrico, la
ingesta de determinados alimentos o de macronutrientes (grasa, protefna e hidratos

de carbono) y de micronutrientes.
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Estudios caso-control. El grupo de individuos enfermos denominado "grupo de
casos” se compara, con respecto a los factores potenciales de riesgo, con un grupo
libre de cédncer denominado “grupo control”,

Estudios cohorte. La condicién que deben cumplir los individuos para participar
en el estudio es la de no padecer cdncer, por lo que suele tratarse de una poblacién
relativamente joven; en este momento s¢ toman los datos referentes a su
alimentacién, peso corporal, talla y demds factores a considerar. Posteriormente, y
durante varios afios, se lleva a cabo un estudio de seguimiento de los individuos,
registrdndose la incidencia de cdncer y/o la mortalidad por esta causa. Finalmente
se valora la influencia de los factores considerados sobre la posible aparicién, de la
enfermedad cancerosa.

Estudios de intervencion. Si los anteriores estudios se encuadran dentro de los
denominados de observacion, en los que la dieta de los individuos no se modifica,
los estudios de intervencién utilizan dietas disefiadas de forma especifica con el fin
de comparar a medio o largo plazo sus efectos sobre la aparicion del cdncer en
personas sanas, o bien en individuos de alto riesgo (con antecedentes familiares o
con patologias tumorales benignas). Actualmente, se estdn realizando varios estudios
de este tipo, la mayoria enfocados a valorar el efecto que ejerce ia disminucién del
consumo de grasa a un nivel del 15% del total de calorias de la dieta (Boyd y col.;
1992; White y col, 1992; Cohen y col, 1993).

Asimismo se encuadran como estudios de intervencidon aquellos en los que a
partir de una poblacién de individuos cancerosos se crean dos grupos: un grupo
control y un grupo de intervencién en el que se modifica el factor de riesgo a
estudiar (Wynder y col., 1990).

En las investigaciones epidemiolégicas en las que es necesario conocer el
consumo de alimentos de los individuos (estudios caso- control y cohorte) se
requiere una metodologia determinada que permita conocer la exposicidn a una

determinada dieta y a sus componentes concretos y que refleje la ingesta de los
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individuos durante un largo tiempo, dado el prolongado periodo de latencia del
cdncer (Alfin-Slater y ‘Kritchevsky, 1991).

Entre otros, los métodos mds frecuentemente empleados con este fin son:

Diario de comidas. Los individuos deben anotar la cantidad y el tipo de
alimentos que consumen durante un periodo de tiempo que suele ser de una semana,
incluyendo todas las comidas que realizan al dia (Heady, 1961).

Entrevistas sobre las ingestas de épocas pasadas (desde 5 hasta 20 afios
anteriores) (Burke, 1947) o bien entrevistas sobre ingestas mds recientes, es decir,
a corto plazo (Beaton y col., 1979).

Cuestionarios de frecuencia. En ellos se registra la frecuencia con que los
individuos consumen actualmente un determinado nimero de alimentos y perrﬁiten
examinar la asociacién entre la frecuencia de consumo de un determinado alimento
o de nutrientes especificos y la aparicidn de cancer. El efecto de los nutrientes
especificos puede calcularse mediante una férmula matemdtica en la que se
muitiplica la frecuencia de consumo de cada alimento por la cantidad de nutriente
que contiene, sumandose al final las aportaciones para cada nutriente en los distintos
alimentos (Stefanik y Troulson, 1962).

Aunque cada método tiene sus ventajas e inconvenientes, el cuestionario de
frecuencia de consumo es el mds adecuado para emplear en estudios a gran escala
y segun Byers y col. (1983) los hdbitos alimenticios actuales son un buen indicador
de l1a dieta ingerida en el pasado.

La validez de este método queda avalada al considerar que sus resultados se
corresponden con los de otros métodos mds precisos (Heady, 1961; Stefanik y
Troulson, 1962; Willett y col., 1985) y con determinados indicadores del consumo
nutricional tales como aifa tocoferol y carotenoides plasmdticos (Willett y col.,
1983). Ademds, este tipo de cuestionarios ofrecen resultados mds fiables cuando se
trata de valorar el consumo en el pasado, ya que aunque los hdbitos alimenticios
hayan cambiado con el tiempo, estas modificaciones parece que afectan mds a la
hora de describir el consumo actual (Hislop y col., 1990),
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4.1.2. Estudios experimentales

Existen gran ntmero de estudios nutricién-cdncer realizados con animales de
experimentacién. Los mds frecuentemente empleados son el ratén y la rata, aunque
también se han empleado el conejo, el cobaya, el cerdo y ciertos primates. Estos
modelos experimentales se han llevado a cabo con tumores espontdneos e inducidos
quimicamente, y en todo caso, sus resultados deben tomarse con mucha precaucion
si se extrapolan al ser humano, ya que existen diferencias metabélicas interespecies.
Ademds, la extrapolacién se hace pricticamente imposible si consideramos que en
este tipo de experimentos se suelen utilizar dietas especificas modificadas de forma

extrema, casi farmacolégica (Alfin-Slater y Kitritchevsky, 1991).

4,2. Influencia de la nutricién en la carcinogénesis mamaria en la especie

humana

4.2.1. Ingesta caldrica, obesidad y conformacién corporal en relacién a la
carcinogénesis mamaria
4.2.1.1. Ingesta calérica, obesidad, conformacién corporal y carcinogénesis
mamaria: estudios epidemiolégicos

Las posibles relaciones causa-efecto entre los hdbitos de vida y el cdncer
comenzaron a estudiarse tras descubrirse que las dreas con mayor incidencia de
cdncer de mama son Estados Unidos y Europa Occidental, mientras que la mayorfa
de los pafses dei continente asidtico tienen una menor frecuencia de presentacién
(Armstrong y Doll, 1975). Casi todos los estudios ecolégicos internacionales en los
que se compara la ingesta de grasa per capita con la incidencia e indice de
mortalidad por cdncer de mama, han demostrado que existe una relacién muy
importante entre el consumo caldrico y los indices de mortalidad por este tipo de
cancer (Armstrong y Doll, 1975; Hems, 1978; Gray y col., 1979).

En un estudio reciente de este tipo, en el que la mortalidad por cdncer de mama
en China fué comparada con la correspondiente en los Estados Unidos, donde es 3
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veces superior a la registrada en China, se ha observado que son factores de riesgo
el consumo total de lipidos, el de calorias, asi como la altura de los individuos,
niveles elevados de colesterolemia, de lipoproteinas de baja densidad y de

apoproteina A, (Marshall y col., 1992).

Por otro lado, se ha observado que la incidencia del cincer de mama no es
uniforme en la poblacidn de un mismo pais (Rose, 1986). Las diferencias
encontradas podrian ser debidas a diversidades étnicas, econdémicas o religiosas que
implicaran un particular hdbito de vida, asi por ejemplo, la incidencia de cdncer de
mama comienza a aumentar a partir de la segunda generacién en los emigrantes
japoneses de Estados Unidos, lo que indica que se debe al estilo de vida de los
Estados Unidos, diferente sin duda al japonés, mds que a un factor racial. Una de
las caracteristicas mds destacadas del estilo de vida americano es el elevado
contenido graso de la dieta (Rose, 1986).

También se ha observado en Finlandia, que las poblaciones rural y urbana tienen
distinta frecuencia de aparicién de cdncer de mama, debido probablemente a los
diferentes hdbitos alimenticios existentes entre ambas poblaciones (Teppo y col.,
1975).

Algunos autores opinan que la mayor incidencia de cdncer puede ser atribuida a
otros factores secundarios y no exclusivamente a los hibitos alimenticios, ya que en
los pafses mds industrializados no sélo la dieta es mds rica en grasa sino que ademds
la poblacién es mds sedentaria y con una menor necesidad energética que en los
paises agricolas menos industrializados (Howe, 1992).

Varios de los estudios epidemioldgicos caso-control han investigado si el
consumo calérico constituye un factor de riesgo, encontrindose asociaciones
positivas entre dietas hipercaldricas y elevadas incidencias de cdncer (Nomura y col.,
-1978; Shun-Zhang y col., 1990). Sin embargo, otros autores (Rohan y col., 1990)
en un estudio con mujeres australianas que presentaban lesiones mamarias

proliferativas benignas no encontraron dicha asociacién de forma clara.

32



Capitulo 1

Debido a que el consumo calérico individual depende de muchas variables
(tamario corporal, actividad fisica y eficiencia metabdlica, entre otros), si este se
asocia a la incidencia neopldsica mamaria también deberia encontrarse una cierta
asociacion con dichas variables; asi, Willett y Stampfer (1986) observaron que la
actividad fisica y la eficiencia metabdlica influian en el riesgo de cdncer, mientras
que el tamafio corporal, una vez realizados los ajustes sobre el consumo calérico,
no influia de forma determinante.

La relacién entre la incidencia del cdncer de mama y la obesidad como factor
asociado a los hdbitos nutricionales estd siendo también objeto de estudio. Los
resuitados obtenidos hasta el momento son contradictorios debido, probablemente,
a que dependen de la seleccién de controles, de la definicién de sobrepeso y del
ajuste del peso corporal con respecto a la altura (de Waard, 1982). Sirva como
ejemplo para ilustrar esta controversia lo que a continuacidn se seiiala:

Este mismo autor en un primer estudio observé en 1964 una mayor incidencia
en individuos obesos; en 1974, sefiald una mayor incidencia en relacién a la
obesidad y a la elevada altura de los individuos y tres afios después, comparando la
poblacién holandesa y la japonesa (de Waard y col., 1977) también encontraron
incidencias superiores en individuos altos y obesos. No obstante, al aplicar el indice
de Quetelet, definido como la relacidn entre el peso corporal y la raiz cuadrada de
la altura, no pudieron confirmar sus resultados (de Waard y col., 1977).

Otros autores seiialan que en individuos mayores de 50 afos, la incidencia es
superior en los individuos obesos que en los delgados y, sin embargo, no parecen
existir diferencias con respecto a 1a altura (Lin y col., 1971). En este dltimo aspecto
no existen resultados undnimes pues en otras investigaciones mds recientes
(Hirayama y col., 1978; Kelsey y col., 1981; Vatten y Kvinnsland 1990) si se ha
encontrado una relacion positiva entre los pesos corporales y alturas elevadas y la
incidencia tumoral mamaria. Asimismo, la relacién es ain mas evidente al aplicar
el indice de Quetelet en pacientes postmenopdusicas (Paffenbarger y col., 1980;
Helmrich y col., 1983; Lubin y col., 1985).
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Posteriores estudios epidemiolégicos han confirmado que la obesidad es un factor
de riesgo de cdncer de mama en mujeres postmenopdusicas (Ingram y col., 1991;
Rose y col., 1986; Kato y col., 1992), sefaldndose incluso que el riesgo estd
también relacionado con la conformacién corporal de la grasa de manera que la
distribucién de la grasa a nivel central, abdominal principalmente, se asocia a un
aumento del riesgo de cdncer, incluso independientemente del grado de obesidad
(Ballard-Barbash, 1990).

Es sabido que la conformacidn del depdsito adiposo en la mujer estd influida por
factores hormonales por lo que, el incremento de riesgo segun la distribucion grasa
probablemente sea debido al aumento de los niveles de estrégeno metabdlicamente
activo asociado al acumulo de grasa en estas zonas (Bruning, 1987).

Como hemos indicado, aunque la mayoria de las investigaciones relacionan
claramente la obesidad con la incidencia de tumores mamarios, no podemos oividar
que algunos autores no han encontrado esta correlacion (Stavraky y Emmonds, 1974,
Wynder y col., 1978; Soini, i977). Otros, casi de manera accidental, observaron
incluso un mayor riesgo en mujeres premenopdusicas con un peso corporal bajo
(Kelsey y col., 1981), Willett y col. (1985) en un estudio cohorte en el que
participaron 120.000 enfermeras encontraron una relacidn inversa entre el peso
corporal relativo determinado mediante el Indice de Quetelet y el riesgo en mujeres
premenopdusicas; también desecharon la hipdtesis de otros autores (de Waard, 1975;
Sherman y col., 1981) de que una hipernutricién durante 1a adolescencia aumenta

el riesgo de cdncer premenopdusico.

Los mecanismos por los que la obesidad, es decir el exceso de tejido adiposo,
influye en la carcinogénesis mamaria han sido objeto de diversas investigaciones, la
mayoria enfocadas a comprender su relacién con los factores hormonales (de Waard,
1991).

Asi, se ha demostrado que el tejido adiposo influye sobre los niveles y sobre la
disponibilidad de los estrégenos (Siiteri, 1987). Expondremos, a modo de sintesis,
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£st0s MECanismos que.son:

1) El tejido adiposo permite la sintesis de estrona, un estrégeno a partir de
androstenediona al aumentar la actividad aromatasa en este tejido. (Vermuelen y
Verdonck, 1978)

2) El metabolismo de los estrégenos en individuos obesos se desvia hacia la
reaccién de la 16 « hidroxilacién, que activa la hormona, en lugar de producirse la
reaccion de la 2 o hidroxilacién que la inactiva (Siiteri, 1987).

3) En los individuos obesos, 1a biodisponibilidad de los estrégenos es mayor que
en los delgados, al estar disminuidos en los primeros los niveles de la globulina
transportadora de hormonas sexuales (DeMoor y Joosens, 1970). Por otro lado, se
ha observado que en individuos con cdncer de mama los niveles de estradiol no
ligade globulina eran superiores que los de personas controles; mientras que no se
encontraron diferencias en los niveles hormonales cuando los individuos se

clasificaron con respecto a su peso (Moore y col., 1982; Reed y col., 1983).

4.2.1.2. Ingesta calérica, obesidad, conformacién corporal y carcinogénesis
mamaria: estudios experimentales

Los primeros trabajos experimentales dirigidos hacia el estudio de la relacion
entre la dieta y el desarrollo de tumores mamarios fueron los de Rous (1914), que
observd una menor incidencia de tumores espontdneos en ratonas mantenidas con una
restriccion calérica en comparacién con las mantenidas en un régimen de
alimentacién ad libitum. Posteriormente, Tannenbaum {1940) con tumores mamarios
inducidos, estudié los efectos de la alimentacién, comparando la incidencia de
tumores entre ratonas alimentados ad libirum con aquellas sometidas a restricciones
caléricas y observé una incidencia de tumores de 30% y 7% respectivamente en
ambos grupos.

Estudios posteriores confirmaron estos resultados, destacando que la incidencia
y el periodo de latencia de los tumores depende del grado de restriccién caldrica y

de la composicién de la dieta, ya que las dietas ricas en grasa aumentan la incidencia
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tumoral mamaria independientemente del contenido calérico total (Visscher y col.,
1942; Tannembaum, 1942, 1944 y 1945).

Durante los 20 afios siguientes, se realizaron numerosas investigaciones utilizando
diferentes tipos de tumores experimentales en roedores (White y col., 1944; Ross
y Bras, 1971 y 1973). White publicé una amplia revisién de la literatura hasta et
momento (1961).

Mi4s recientemente, otros autores han indicado los efectos de la restriccion
calérica en la iniciacién y promocién de numerosas neoplasias mamarias y no
mamarias en roedores (Pariza, 1986 y 1987; Albanes, 1987). Actualmente se acepta,
tras las investigaciones de Thompson y col. (1985) y Kritchevsky y col. {1986) que
los efectos de la grasa sobre la promocidn en la carcinogénesis mamaria
experimental en roedores dependen del consumo caldrico, ya que para que tenga
lugar el efecto promotor es necesario que los animales se mantengan en un sistema
de alimentacion ad libitum que asegure un determinado nivel de consumo caldrico.
Trabajos posteriores con tumores mamarios inducidos con 7,12 dimetilbenzantraceno
(DMBA) (Beth y col., 1987} y con 3-metilnitrosourea (MNU) (Cohen y col., 1988)

en la rata confirman este punto.

4.2.2. Nutrientes especificos en relacidn a la carcinogénesis mamaria
4.2.2.1. Contenido lipidico en relacién a la carcinogénesis mamaria
Dada la importancia de la dieta como factor de riesgo de los tumores mamarios
y de otras neoplasias, la Academia Nacional de las Ciencias de Estados Unidos
(NAS) hizo publico en 1980 un documento en el que se recopilaba la literatura mds
importante sobre el tema concluyéndose que los datos obtenidos hasta la fecha no
eran suficientes para establecer ciertas recomendaciones dietéticas (NAS, 1980).
Dos afios mds tarde, la citada Academia publicé otro informe en el que junto con
una extensa revision de la literatura, una descripcién de los mecanismos conocidos
de carcinogénesis y las implicaciones de la dieta en los mismos, se establecfan unas

recomendaciones dietéticas, fundamentalmente referentes al contenido en grasa y
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fibra de la dieta para la prevencidn del cdncer (NAS, 1982).

Las diferencias entre ambos documentos generaron cierta confusién en la opinién
publica americana y controversia en la comunidad cientifica por lo que se publicaron
posteriormente otras recomendaciones, entre ellas, la recientemente establecida por
el Comité de Salud y Dieta del National Research Council de Estados Unidos de
reducir el consumo de grasa saturada a un 10% o menos de las calorias totales de
la dieta si se quieren prevenir las enfermedades cardiovasculares y el cdncer
(National Research Council, 1989).

Segun Carroll (1992) la mayoria de los estudios epidemioldgicos, que suelen ser
internacionales al comparar poblaciones de diversos paises, y casi todos los estudios
experimentales, afirman la existencia de una correlacién positiva entre el consumo
de grasa y el riesgo de cdncer de mama. Por el contrario, los estudios
epidemiolégicos caso-control y cohorte, que se basan en grupos de poblaciones
menores y homogéneas, muestran resultados contradictorios. Ademds, en ellos
resulta dificil la valoracién del consumo de grasa de los individuos.

El estudio del contenido lipidico de la dieta en relacién a la carcinogénesis
mamaria se ha enfocado en dos vertientes, por un lado se ha estudiado el contenido
graso total y por otro el tipo de grasa. Por ello, sefialamos la bibliograffa encontrada
referente al contenido y al tipo de grasa de la dieta de forma separada.

4.2.2.1.1. Lipidos y carcinogénesis mamaria: estudios epidemiolégicos
4.2.2.1.1.1. Estudios epidemiolégicos sobre el contenido graso de la dieta
Tras una minuciosa revisién, hemos podido constatar que de todos los estudios
epidemiolégicos realizados, los mas numerosos son aquellos que determinan la
influencia de la grasa en la incidencia del cdncer de mama.
Entre los primeros trabajos se encuentra el llevado a cabo por Phillips y col.
(1975) en el que se estudiaron dietas pertenecientes a una poblacion de vegetarianos
en California. Los factores de riesgo encontrados fueron el consumo de alimentos

fritos, de productos licteos excepto la leche y el de pan blanco. Posteriormente, en
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un estudio epidemiolégico caso-control realizado en Canadd, Miller y col. (1978)
observaron un mayor riesgo asociado a ingestas elevadas de grasa.

Por otra parte, se ha tratado de relacionar la incidencia del cdncer de mama en
diferentes paises y el consumo de determinados alimentos. En esta linea, Hems
(1978) encontré relaciones significativas entre el consumo total de grasa y de
proteina y la incidencia en 41 paises estudiados. En un estudio realizado en Hawaii
(Kolonel y col., 1981) se apreciaron relaciones positivas entre el consumo de grasa
y la incidencia de tumores malignos de mama y de itero. Otro equipo investigador
(Lubin y col., 1981) observd, tras un estudio caso-control en Canad4, que el riesgo
relativo de cdncer mamario aumentaba con el consumo de grasa. ‘

Por el contrario, posteriormente en varios estudios caso-control realizados en el
drea de Nueva York (Graham y col., 1982), Japdn (Hirohata y col., 1985) y Hawaii
(Hirohata y col., 1987), no encontraron una mayor incidencia asociada al consumo
de grasa.

Como queda reflejado en los parrafos anteriores, los resultados de los estudios
epidemiolégicos llevados a cabo durante estos afios (1975 - 1987) no eran
coincidentes y justificaron la aparicién de un trabajo de recopilacién de los estudios
internacionales, nacionales y regionales mds importantes hasta la fecha (Goodwin y
Boyd, 1987). En dicha revisién se pone de manifiesto que siete de los trece estudios
internacionales evaluados en los que se investigaba el consumo total de grasa, la
relacién con la incidencia de aparicién de cincer mamario fue positiva, mientras que
en el resto no se encontré dicha asociacion. En cinco de los siete estudios regionales
revisados sf se encontraron relaciones positivas, aunque de 14 estudios caso-control,
solamente uno de ellos mostré una relacién positiva. Tras este estudio de
recopilacién, la disparidad en los resultados ha continuado; sirvan como ejemplo los
trabajos que a continuacién se citan.

Asi, diversos autores no han sefialado una asociacion significativa entre el
consumo de grasa y la incidencia de cdncer de mama (Rohan y col., 1988; Mills y
col., 1989; Knekt y col., 1990; Graham y col., 1992).
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Por el contrario, en otros estudios si se ha encontrado una clara asociacién y asi
se ha observado un menor riesgo en mujeres cuya ingesta grasa suponia un 28% del
total de calorias que en aquellas con ingesta det 36% (Toniolo y col., 1989). Howe
y col. (1990) en un estudio cohorte, estudiaron el efecto de la grasa ingerida en
mujeres pre y postmenopdusicas, llegando a la conclusién de que la posible
asociacion entre el consumo de grasa y el riesgo de cdncer de mama es débil. Pero
al realizar estos mismos autores un andlisis combinado de los datos originales de
doce estudios caso-control, separando las mujeres pre y postmenopdusicas,
encontraron que el riesgo de cdncer mamario se relaciona de forma directa y
estadisticamente significativa con la altura de los individuos en el gnipo de
premenopdusicas y en ¢l grupo de postmenopdusicas con el peso, la ingesta total de
calorias y el consumo total de grasas. Esta iiltima relacién no se modificé después
del ajuste del anélisis con respecto a otras fuentes energéticas como las proteinas y
los hidratos de carbono de la dieta, concluyéndose que si se llevara a cabo una
reduccién en el consumo de grasa, la proporcion de tumores malignos mamarios que
podrian evitarse seria aproximadamente del 24 % en mujeres postmenopdusicas y del
16% en premenopdusicas.

Destacamos los estudios de Willett y col. (1992) y de Van den Brandt y col.
(1993), en los que dichos autores, aunque no establecen una asociacion significativa
entre el consumo total de grasa y un aumento en la incidencia debido a la
metodologia empleada, incluyen la posibilidad de que exista cierta relaciéon muy
débil con la ingesta grasa. También consideran importante el estudio del consumo
durante la adolescencia, aunque no establecen resultados concretos a este respecto.

Asimismo, Kushi y col. (1992) coinciden con los anteriores autores al encontrar
una relacién muy ligera entre el consumo total de grasa y ademds justifican la
disparidad en los resultados de los estudios epidemiolégicos al senalar que dependen
en gran medida del método empleado para el ajuste del consumo caldrico. Para
demostrarlo, sometieron los datos obtenidos al andlisis de 4 métodos diferentes que

son los utilizados por los diversos autores. Dada la importancia que la seleccién del
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método de andlisis .confiere a la interpretacion de los datos, exponemos a
continuacién los 4 sistemas mencionados anteriormente:

A) Método estandard multivariado, en el que el nutriente a estudiar, en este caso
la grasa, se valora segtn la cantidad consumida/dia y el consumo energético total
se incluye en el andlisis de regresién como otro factor covariable mds,

B) Método residual, descrito por Willett y Stampfer (1586), en el que el valor
del nutriente en estudio se obtiene mediante regresién a partir de la proporcion de
dicho nutriente en el total del consumo energético.

C) Método de particién de 13 energia, donde 1a energia total se divide segiin su

procedencia, es decir de 1a grasa y de otras fuentes energéticas (Howe y col., 1986).

D) Método de la densidad de los nutrientes en el que los datos para cada
nutriente se obtienen dividiendo el consumo de cada nutriente entre el consumo total
energético (Willett, 1990).

Kushi y col. (1992) confirmaron sus sospechas de que el método empleado es
decisivo. Al emplear el método A, el consumo energético total no influia en el
riesgo de cdncer mamario, mientras que si lo hacian el consumo de grasa total y el
de grasa poliinsaturada. Al emplear el método C el unico factor que se asociaba al
riesgo era el consumo total de grasa y al aplicar los métodos B y D el consumo total
de grasa presentaba una asociacién con el riesgo muy débil o nula, respectivamente.
Ademds, resulta curioso que en las investigaciones en las que no se han encontrado
asociaciones entre ¢l riesgo y determinados nutrientes, principalmente la grasa, se
emplearon los métodos B y D (Willett y col., 1987; Jones y col., 1987), mientras
que aquellas realizadas con el A o el C (Howe y col., 1991) si encontraron
asociaciones.

A modo de sintesis destacamos un estudio ecolégico que recoge datos de 30
paises y que demuestra que ¢ consumo de grasa animal saturada se asocia de
manera estadisticamente significativa a la mortalidad por céncer de mama en mujeres
mayores de 50 afos (Sasaki y col., 1993).

Si analizamos con minuciosidad todo lo expuesto anteriormente es evidente que
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la mayoria de los estudios ecoldgicos referidos afirman que el consumo de grasa es
factor de riesgo, mientras que un gran numero de estudios ¢ohortes y caso-control
no llegan a la misma conclusion. Hay que tener en cuenta que los estudios
ecologicos deben ser considerados menos fiables que los cohortes y caso-control
(Schatzkin y col., 1989; Stephan y Wald, 1990; Willett y col., 1992) ya que en los
primeros, el consumo de grasa se obtiene de los datos nacionales referentes a la
produccién e importacion de alimentos, lo que se conoce como "desaparicion” de
alimentos, y no es probable que coincida exactamente con el consumo real.

Otros autores (Goodwin y Boyd, 1987), han sefialado que en los estudios
epidemioldgicos cuyo rango de consumo de grasa es pequeno, existe una débil
~ relacion con el riesgo de cdncer (Willett y col., 1987; Jones y col., 1987; Rohan y
col., 1988; Knekt y col., 1990; Howe y col., 1990; Graham y col., 1991; Howe y
col., 1991), mientras que en los estudios de poblacidn internacionales, con una
mayor variabilidad en el contenido graso, se ha observado una clara relacién entre
el consumo de grasa y el cdncer (Carroll, 1986; Goodwin y Boyd., 1987; Prentice
y col., 1988; Schatzkin y col., 1989; Prentice y col., 1990; Sasaki y col., 1993).
Ademds, esta hipdtesis explica, en parte, el hecho de que la gran mayoria de los
estudios cohorte (prospectivos) no encuentren una asociacion significativa entre la
grasa de la dieta y el cdncer de mama (Hunter and Willett, 1993; Boyd et al., 1993).

Por iiltimo, cabe sefialar que si 1a relacidén entre la grasa de la dieta y el cdncer
fuera real, ésta es muy pequefia, siendo necesario llevar a cabo mds estudios en
diversas dreas geograficas, asi como agrupar y sintetizar los resultados de diferentes
estudios prospectivos para valorar la citada relacién de una forma cuantitativa (Kushi
y col., 1992).

4.2.2.1.1.2. Estudios epidemioldégicos sobre diferentes tipos de grasa
Los estudios epidemioldgicos que investigan el efecto de los diferentes tipos de
grasa sobre la incidencia de cdncer mamario también ofrecen resuitados

confradictorios como mencionamos a continuacion.
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En algunas investigaciones caso-control llevadas a cabo en mujeres
premenopdusicas (Miller y col., 1978, Nomura y col., 1978) y postmenopdusicas
(Howe y col., 1990) se ha establecido una clara relacién entre el elevado consumo
de grasa saturada y una mayor incidencia de cdncer mamario.

En esta misma linea se encuentra el trabajo de Brisson y col. (1989) que
determinaron que la ingesta elevada de grasa saturada se asocia a un incremento de
las tipicas caracteristicas morfoldgicas mamogréficas de alto riesgo, con posibilidad
de convertirse en neoplasias, mientras que el consumo de grasa poliinsaturada o de
colesterol no modifica la morfologia mamaria.

Pero en un estudio caso-control realizado recientemente por el National Health
and Nutrition Survey Epidemiologic Follow-up Study (NHEFS) (Kritchevsky, 1992)
se ha encontrado una relacién inversa entre 1a grasa saturada, concretamente dcido
oleico, y la incidencia de cdncer mamario e intestinal, lo que coincide con otros
estudios similares (Jones y col., 1987; Willett y col., 1987).

También en el estudio del tipo de grasa, la metodologia empleada parece jugar
un papel crucial como lo demuestra el trabajo de Willett y Stampfer (1986). Estos
autores sometieron los datos del estudio previo de Howe y col. (1990), en el que en
12 estudios caso-control se relacionaba la ingestién de grasa saturada en mujeres
postmenopdusicas con la aparicién de cdncer mamario, a otro tipo de andlisis
estadfstico no encontrando la mencionada relacién.

Coincidiendo con dichos resultados, en otros estudios no han encontrado
relaciones significativas entre consumos elevados de grasa monosaturada, saturada,
dcidos grasos poliinsaturados ni colesterol y la incidencia de cdncer de mama
(Graham y col., 1982; Hirohata y col., 1987; Jones y col., 1987, Willett y col.,
1987). Asimismo tampoco se han encontrado diferencias en la composicién de los
dcidos grasos (incluyendo PUFA) de la grasa corporal de mujeres con cédncer de
mama, con lesiones proliferativas benignas y sin ningun tipo de patologia mamaria
(London y col., 1993).

El hecho de que no se haya sefialado una relacién significativa entre el consumo
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de grasas ricas en dcidos grasos poliinsaturados y el riesgo de cdncer de mama, se
contradicen con [0 obtenido en la mayoria de los estudios experimentales (Carroll,
1992). Segun este autor, dicha contradiccién puede deberse a que el contenido de
grasa poliinsaturada en la dieta del hombre no supera el limite necesario para la
carcinogénesis, establecido en un 4- 5% en los estudios experimentales. Ademds, se
ha de tener en cuenta que en las dietas hiperlipidicas de los paises occidentales
predominan los dcidos grasos saturados y monoinsaturados, aumentando su contenido
a medida que aumenta el contenido graso de la dieta, a diferencia de los dcidos
grasos poliinsaturados, cuyas proporciones varian muy poco de unas dietas a otras,
y no se relacionan tan estrechamente con el contenido lipidico total de la dieta,
hecho que puede influir en la ausencia de la relacién mencionada entre la érasa
poliinsaturada de 1a dieta y los indices de mortalidad por cdncer (Carroll, 1992).

Con respecto a la influencia de la colesterolemia en la carcinogénesis mamaria,
tampoco las investigaciones son coincidentes. Algunos estudios han observado que
los individuos con cdncer de mama llevaban una alimentacién tendente a no producir
hipercolesterolemia ya que o bien consumian bajas cantidades de grasa saturada y
colesterol, o bien era mayor la proporcién ingerida de grasa poliinsaturada (Willett,
1989; Hursting y col., 1990; Vatten y Foss, 1990).

Otros autores tampoco han encontrado una asociacion significativa entre los
niveles de colesterolemia y el riesgo de neoplasias mamarias (Malarkey y col., 1977;
Hiatt y col., 1982).

Sin embargo, Taioli y col. (1991) comparando la alimentacién del Sur de Italia,
un 4rea donde se registran indices de mortalidad por cdncer de mama bajos, con la
tipica dieta de Estados Unidos, un pais con un alto nesgo de mortalidad por esta
causa, han sefialado que la dieta italiana, es decir, el consumo de grasa saturada y
de 4cido linoleico en escasa cantidad y un mayor consumo de grasa monoinsaturada,
evita en cierta medida la aparicién de cdncer mamario.

Resultados semejantes se indican en otros estudios (Bani y col., 1986; Dyer y
col., 1981; Wallace y col., 1982; Cowan y col., 1990) y coincidiendo con eilo, se
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han detectado incrementos en los niveles de colesterol total, de colesterol unido a
HDL (que contiene mer;os de un 25% de colesterol), de colesterol unido a LDL (que
contiene un 70% de colesterol) y HDL total en las pacientes con cancer con respecto
a los controles (Alexopoulus y col., 1987). Ademds Schatzkin y col. (1988) han
indicado que los niveles de colesterol unido a VLDL (que en su mayoria deriva de
triglicéridos enddégenos) son menores en los casos que en los controles.

Por otro lado, se ha observado que los niveles de colesterol son bajos durante los
cinco afios anteriores al diagndstico del cdncer, lo cual podria indicar segin Cowan
y col. (1990) que el proceso de carcinogénesis disminuye los niveles de colesterol.
Potischman y col. (1991) también detectaron menores niveles de colesterol en 10s
casos de enfermedad muy avanzada a pesar de que la dieta de los enfermos contenia
mds 4cidos grasos saturados y menos dcidos grasos poliinsaturados que la de los
individuos controles.

Puesto que la vitamina E y otros carotenoides se transportan mediante la LDL
y sus niveles circulantes se relacionan con los del colesterol (Thurnham, 1989), es
posible que la relacién observada entre los niveles bajos de colesterolemia y elevadas
incidencias de cancer mamario se deba al descenso de los niveles de vitamina E o
de otros carotenoides (Kritchevsky, 1992).

Actualmente se cree que ciertos productos del metabolismo del colesterol afectan
a la replicacién del ADN y a la proliferacién celular, lo que sugiere que la
disminucién del colesterol puede acelerar el crecimiento de tumores ya existentes
(Kritchevsky, 1992).

Segin Kritchevsky (1992), la literatura referente a la relacién entre el riesgo de
cdncer y los niveles de colesterolemia, aunque es contradictoria en ocasiones,
permite concluir que existe una asociacidn muy ligera entre niveles bajos de
colesterolemia y elevadas incidencias de cdncer de mama y dtero (Schatzkin y col.,
1987; Sherwin y col., 1987, Cowan y col., 1990; Stemmerman y col., 1991},
aunque en la mujer esta relacién es menor que la observada en el hombre con

respecto al riesgo de tumores de préstata, pulmén y piel.
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Por dltimo, cabe d‘estacar el posible efecto protector de determinados dcidos
grasos procedentes del pescado frente a la carcinogénesis mamaria, y asi, aunque los
indices de mortalidad e incidencia de cdncer mds elevados se registran en paises con
grandes consumos de grasa, existen excepciones como la de la poblacidn de
esquimales nativos de Finlandia, cuya dieta es rica en grasa y sin embargo la
incidencia tumoral es baja (Kromman y Green, 1980). Hay que sefialar que dicha
alimentacion estd constituida principalmente por pescados y mamiferos acudticos y,
por tanto, con un elevado contenido en dcidos grasos poliinsaturados de la clase
omega-3 (Bang y Dyerberg, 1980). Igualmente, Kaizer y col. (1989) han observado
que en Japdn, donde el consumo de pescado y de grasa de pescado es elevado, la
incidencia de tumores mamarios es baja (1989). Recientemente se ha senalado que
una dieta que contenga aceites de pescado ricos en acidos grasos de la clase omega-3
O €n sus precursores, junto con un buen equilibno de PUFA de la clase omega-6,
pueden originar una mayor produccidn de mediadores antiinflamatorios y ser asi
beneficiosos en enfermedades autoinmunes y en el cdncer (Fernandes vy
Venkatraman, 1993).

4.2.2.1.2. Lipidos y carcinogénesis mamaria: estudios experimentales
4.2.2.1.2.1 Estudios experimentales sobre el contenido graso de la dieta

Los trabajos pioneros a nivel experimental fueron los de Tannembaum (1942),
demostrando que los tumores mamarios espontdneos se desarrollaban mds
rapidamente en ratonas alimentadas con dietas ricas en grasa que en las mantenidas
con dietas pobres en grasa.

A partir de entonces, son numerosos los trabajos que han demostrado la relacion
existente entre el consumo de grasa y el desarrollo de tumores en roedores,
principalmente en la rata y la ratona, comprobdndose tanto en neoplasias mamarias
espontdneas como en las inducidas quimicamente con DMBA y MNU entre otros

carcinogenos quimicos.
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En la mayoria de los estudios se han observado los efectos potenciadores de la
grasa cuando esta se administraba después de la iniciacién tumoral, es decir, en la
promocion de la carcinogénesis; se han obtenido efectos similares en todos los
modelos tumorales empleados, por lo que se ha establecido que el efecto
carcinogenético de la grasa se produce en la fase de promocién tumoral (Cohen y
col., 1981; Davidson y Carroll, 1982; Ip e Ip, 1980; Thompson y col., 1985).
Algunos autores han encontrado también efectos en la fase de iniciacidn (Kritchevsky
y col., 1984).

Se ha demostrado que las dietas con un contenido graso elevado aumentan la
incidencia y el nimerc de tumores espontdneos en la ratona (Gridley y col., 1983;
Boeryd y Hallgren, 1986; Olson y col., 1987; Silverman y col., 1989) y en la rata
(Brown, 1981), asi como de tumores inducidos en la ratén (Cameron y col., 1989),
en la rata (Carroll y Khor, 1970 y 1971, Carroll 1985; Davidson y Carroll, 1982;
Cohen y col., 1982 y 1988; Alysworth y col., 1984 y 1986; Aksoy y col., 1987;
Beth y col., 1987; Klurfeld y col., 1989) y de tumores transplantables en la ratona
(Hopkins y West, 1977; Giovarelli y col., 1980; Hubbard y col., 1988).

Paralelamente, en numerosos estudios s¢ ha comprobado que las dietas
hipocaldricas inhiben o retrasan el desarrollo de tumores mamarios en roedores (Ip
e Ip, 1980 y 1990; Davidson y Carroll, 1982; Boissonneault y col., 1986; Klurfeld
y col., 1987 y 1989; Cohen y col., 1988; Kritchevsky y col., 1984; 1989), En el
dltimo trabajo citado se ha observado ademds que la restriccién caldrica disminuye
el crecimiento tumoral en todas las etapas de la carcinogénesis independientemente
del contenido graso de la dieta.

La obtencidn de estos resultados experimentales hizo que se avivara la poiémica
sobre si el efecto promotor de la carcinogénesis era debido al contenido graso o
caldrico de la dieta. Klurfeld y col. (1989) demostraron con tumores inducidos con
DMBA en la rata, que una dieta con bajo contenido graso pero hipercaldrica inducia
la carcinogénesis en mayor grado que una dieta rica en grasa pero hipocaldrica y

coincidiendo con los resultados previos de Kritchevsky y col. (1984) y Thompson
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y col., (1985) en tumores mamarios inducidos en ratas con MNU, no registraron
durante el periodo de restriccién del alimento diferencias significativas en la
incidencia tumoral ni el mimero de tumores aparecidos en los animales alimentados
con distintos contenidos en grasa; sin embargo, durante la alimentacidn ad fibirum,
se registraron mds tumores en los animales alimentados con elevados contenidos de
grasa.

Sin embargo, otros autores {Chan y col., 1977; Cohen y col., 1984; Gammal y
col,, 1967; Silverman y col., 1980; Welsch y DeHoog, 1988), empleando dietas
isocaldricas con diferentes proporciones de grasa, sefialan que la incidencia y
nimero de tumores e¢s superior en los animales alimentados con dietas ricas en
grasa.

En los dltimos aiios se le ha conferido mayor importancia al contenido caldrico
que a la grasa en si, ya que el incremento caldérico que supone un aumento de la
grasa en la dieta, parece ser el responsable en la promocién tumoral, aunque también
influye el tipo de grasa (Welsch, 1992), Asf, aunque los niveles de grasa elevados
incrementan considerablemente la carcinogénesis en la rata, solamente se produce
este efecto en alimentacion ad libirum, y no cuando se reduce el consumo calérico
(Welsch y col., 1990). Ademds, el contenido graso de la dieta no sdlo influye de
forma cualitativa, sino también cuantitativamente como demostraron Carroll y Khor
(1971) en tumores inducidos con DMBA en ratas, en los que un aumento de la grasa
ingerida de 10 veces la cantidad habitual (de '5% a 5%) no afectaba a la
incidencta, muitiplicidad o latencia tumorales; un incremento de un 5% a un 10%
de grasa aumentaba la incidencia a un 22 %, la multiplicidad a un 74% y reducia el
periodo de latencia en un 22%. Finalmente, un incremento de los niveles de 10 a
205 veces no ejercian mayores efectos que los anteriores.

Por 1ltimo, comentamos el estudio de revisién de Freedman y col. (1990) en el
que analizan un gran nimero de experimentos publicados, afirmande que consumos
elevados de grasa y de calorias incrementan de manera independiente 1a incidencia
de tumores de mama en la rata y la ratona.
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4.2.2.1.2.2. Estudios experimentales sobre diferentes tipos de grasa

Existen numerosos estudios experimentales referentes al tipo de grasa en relacion
a la carcinogénesis mamaria. Ciertos dcidos grasos insaturados derivados de aceites
vegetales como maiz y girasol, producen un aumento de la carcinogénesis mamaria
en la ratona y en la rata (Alysworth y col., 1984 y 1986; Boisseneault y col., 1986;
Carroll y Khor, 1970; Carroll, 1985; Carter y col., 1983; Cohen y col., 1984, 1986,
1987 y 1988; Davidson y Carroll, 1982; Hill y col., 1977; Hopkins y West, 1979).
Especialmente, el contenido de 4cidos grasos poliinsaturados (" polyunsaturated fatty
acids", PUFA) es fundamental para que tenga lugar el efecto carcinégeno (promotor)
de la grasa y, por ello, los aceites con un elevado contenido en PUFA aumentan la
carcinogénesis en mayor grado que los aceites ricos en dcidos grasos satu‘rados
(Carroll y col., 1971 y 1979; Tinsley y col., 1981). De hecho, se ha comprobado
que para que tenga lugar el efecto promotor tumoral de la grasa, es necesario que
ésta proporcione un nivel minimo de PUFA, del 4-5% del total de calorias que
proporciona la dieta debe provenir de 4cidos grasos poliinsaturados esenciales,
concretamente de dcido linoleico (Hopkins y col., 1981; Ip y col., 1985; Carroll y
Noble, 1987; Thompson y col., 1985; Lasekan y col., 1990). Cuando este
requerimiento se cumple, el efecto promotor de la carcinogénesis depende mds del
contenido de grasa que del tipo, saturada o insaturada (Ip y col., 1985; Carroll y
Noble, 1987; Jacobson y col., 1988). El mecanismo de accidn del dcido linoleico
en la carcinogénesis parece ser que radica en la alteracion de la funcionalidad de ia
membrana celular, en la modificacién de los sistemas inmune y hormonal, en la
alteracién de las comunicaciones intercelulares y en la sintesis de prostaglandinas
(Welsch, 1987) y eicosanoicos (Rose y Connolly, 1993). En este sentido, se ha
comprobado que la disponibilidad del 4cido araquiddnico (precursor de las
prostaglandinas) puede modificarse segin los niveles de dcido linoleico (Fisher y
col., 1992). Aunque cabe sefialar que tomando como ejemplo el dcido oleico
derivado de los aceites de oliva o de palma, los resultados son contradictorios:

mientras que Carroll y col. {1971) observaron que no gjercia ningiin efecto sobre la
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incidencia de tumores inducidos con DMBA en la rata (1971), otros autores ie
atribuyen un efecto inhibidor de la carcinogénesis de tumores mamarios en ratas
inducidos con NMU (Cohen y col., 1986) y con DMBA (Lasekan y col., 1990) e
incluso se sefiala que aumenta la incidencia de tumores inducidos en rata (Chan vy
col., 1983). Welsch (1992) trata de aclarar esta disparidad indicando que es posible
que las dietas cuya principal fuente de grasa es el aceite de oliva o el de palma, no
contengan la cantidad de dcido linoleico necesaria para el desarrollo de la
carcinogénesis marmaria.

A diferencia de lo que ocurre con los dcidos grasos insaturados citados
anteriormente, en varios estudios se ha observado que los zicidos. grasos
poliinsaturados del tipo omega-3 (eicosapentanoico y docosahexanoico), que forman
parte de la grasa de ciertos tipos de pescado, inhiben la carcinogénesis mamaria en
tumores inducidos en la rata (Carroll, 1985; Branden y Carroll, 1986; Abou-el-ela
y col., 1988 y 1989), inducidos en la ratén (Cameron y col., 1989) y transplantables
en el ratén (Erickson y Thomas, 1985) y en la rata (Karmali y col., 1984; Kort y
col., 1987). Recientemente se ha comprobado que una dieta rica en PUFA de tipo
omega-3 y.pobre en PUFA de tipo omega-6 (linoleico) inhibe el crecimiento y el
desarrollo de metdstasis a partir de células tumorales mamarias de mujer
transplantadas a ratén atimico (Rose y Connolly, 1993).

Sin embargo, otros estudios han encontrado un incremento en la carcinogénesis
mamaria empleando 4cidos grasos saturados (Aksoy y col., 1987; Beth y col., 1987;
Chan y col., 1977; Cohen y col., 1981 y 1982; Hopkins y col., 1976 y 1981;
Rogers, 1983; Rogers y col., 1986; Silvester y col., 1986); mientras que otros han
mostrado que este tipo de grasa inhibe el desarrollo de tumores mamarios (Weisch,
1992), inhibicién que desapare al suplementar con dcidos grasos insaturados
(linoleico) (Welsch, 1692).

Algunos autores opinan, sin embargo, que el efecto depende de la cantidad de
energia neta utilizable mds que de la cantidad o tipo de grasa (Klurfeld y col., 1987,
Thompson y col., 1985).
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4.2.2.2. Contenido proteico en relacién a la carcinogénesis mamaria

La influencia del contenido proteico en la carcinogénesis mamaria no ha sido
estudiada tan extensamente como la relacidn existente con otros nutrientes de la
dieta, entre otros el contenido graso, el caldrico y el de ciertos micronutrientes como
la vitamina A o ¢! selenio (NAS, 1982).

Tal vez ello sea debido, en parte, a la dificultad que entrafia el estudio en si del
contenido proteico, puesto que los alimentos ricos en proteinas suelen contener a su
vez elevadas proporciones de grasa y kilocalorias, y son bajos en fibra. Ello
justifica, en parte, que los estudios epidemioldgicos no hayan podido esclarecer hasta
el momento los efectos sobre la carcinogénesis debidos exclusivamente a la proteina,

siendo para ello mds vdlidos los estudios experimentales (Visek y Clinton, 1991).

4.2.2.2.1. Proteinas y carcinogénesis mamaria: estudios epidemiolégicos

La primera observacién importante referente a la proteina se debe a Armstrong
y Doll (1975) al indicar que la incidencia de cdncer de mama en diferentes paises
se relacionaba directamente con las cifras de “disponibilidad” de alimentos ricos en
proteinas, en especial proteinas de origen animal, asi como de "disponibilidad" de
productos grasos.

Tres afios después se completd el informe anterior al sefialarse que las tasas de
incidencia y mortalidad por cdncer de mama se correlacionaban con el consumo de
grasa total, proteina y calorias de origen animal, aunque, debido a la asociacién tan
estrecha entre estos componentes, no se pudo determinar si las correlaciones eran
independientes entre si (Hems y col., 1978). Posteriormente (Hems y col., 1980),
establecieron que la relacién resulta ser mucho mayor con la grasa que con la
proteina de 1a dieta.

Gaskill y col. (1979) observaron la existencia de una asociacidn entre las cifras
de ventas de productos Idcteos, de calorias totales, de grasas, de proteinas, de carne
de vacuno y de grasas de mesa (mantequilla o margarina) y la mortalidad e

incidencia de cdncer de mama, aunque dichas relaciones no fueron significativas
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después de incluir en el andlisis otras variables de riesgo como por ejemplo la edad
en la primera gestacion.

En un estudio en el que se incluyd poblacién caucasiana, japonesa, china, filipina
y hawaiana, se ha encontrado una correlacién entre el riesgo y el consumo de
determinados tipos de grasa, especialmente de origen animal asi como con el
consumo de proteinas de origen animal (Kolonel y col., 1981). Otras investigaciones
refieren asociaciones entre el consumo de carne de vacuno y porcino y el riesgo de
cdncer de mama (Lubin y col., 198]; Talamini y col., 1984; Hislop y col., 1986;
Lee y col., 1991).

Sin embargo, en dos estudios caso-control en los que se encontro asociacidn entre
el consumo de grasa y el riesgo, no se encontré ninguna relacion con respecto a la
proteina (Phillips, 1975, Miller y col., 1978} y Rohan y col., (1990) han encontrado
slo una ligera relacion entre €l riesgo y el consumo de energia, proteina y grasa.

La mayoria de los estudios epidemioldgicos sugiere que el consumo de proteina
aumenta el riesgo de tumores mamarios, aunque no se ha podido establecer hasta la
fecha un efecto exclusivo de la proteina, independiente del consumo calérico total,

del consumo de grasa ¢ de productos animales (Visek y Clinton, 1991).

4.2,2.2.2. Proteinas y carcinogénesis mamaria: estudios experimentales

Los estudios experimentales encontrados en la literatura respecto a la proteina en
la dieta han sido escasos y con resultados contradictorios, a diferencia de los que han
investigado el papel de la grasa y del consumo calérico. Ross y Brass (1973),
estudiando la prevalencia de tumores mamarios espontdneos en la rata observaron
que Ia proteina no ejercia ningiln efecto sobre la fase de promocidn tumoral. Otros
autores, le atribuyen a la proteina efectos potenciadores de la carcinogénesis
mamaria (Hawrylewicz y col., 1982 y 1986). Clinton y col. (1979, 1986 y 1988)
comprobaron que al aumentar la proteina durante el periodo de iniciacion se
aumentaba la incidencia; sin embargo, este efecto no se observé cuando el contenido

proteico se modificé durante la fase de promocién tumoral, confirmando los
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resultados previamente descritos por Ross y Brass (1973).

Segun Clinton y col. (1980) el efecto carcinogénico de la proteina ingerida estd
relacionado con el metabolismo del carcinégeno, ya que han descrito que al
aumentar el consumo proteico se incrementa la actividad de enzimas hepadticas
(Clinton y col., 1980). Parece que las dietas hipoproteicas disminuyen la
detoxicacién del carcinégeno (DMBA) hacia metabolitos sin actividad
carcinogenética y aumentan la proporcién de aquellos potencialmente carcindgenos
para el tejido mamario (Visek y Clinton, 1991).

Hawrylewicz (1986) ha demostrado que la disminucién del contenido proteico
ingerido, da lugar a un descenso en el crecimiento y, en consecuencia, a un menor
desarrollo de los conductos mamarios. Este autor sefiala ademds que las ratas
mantenidas con una dieta hipoproteica, hijas de madres que tuvieron la misma
alimentacion, presentan una menor incidencia de tumores mamarios inducidos con
DMBA, lo que atribuye a un retraso en la maduracién sexual, con la consiguiente

alteracién de los niveles hormonales y del desarrolio mamario.

4.2.2.3. Contenido en hidratos de carbono en relacién a la carcinogénesis
mamaria

La importancia de los hidratos de carbono en la incidencia del cdncer de mama
es mucho menor si se compara con otros macronutrientes como la grasa y la
protefna y queda reflejado en el escaso nimero de investigaciones tanto
epidemioldgicas como experimentales (NAS, 1982),

Los hidratos de carbono de la dieta estin constituidos por los denominados
hidratos de carbono solubles, entre otros, diversos monosacdridos (glucosa,
fructosa), disacdridos (lactosa, sacarosa) y polisacdridos (almidén) y los polisacdridos
insolubles o no digestibles (celulosa), que podrian considerarse como la fibra de la
dieta (Alfin-Slater y Kritchevsky, 1991).

Segiin Paul y Southgate (1978) se define fibra como "la suma de polisacdridos

y lignina (polimero de alcoholes aromdticos, presente en las plantas) que no son
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digeridos por el hombre" y cuyos componentes se clasifican segiin Alfin-Slater y
Kritchevsky (1991) en:

1. Fibra insoluble, que disminuye el tiempo del trinsito intestinal y aumenta el
volumen de heces.

2. Fibra soluble, que enlentece el vaciado gdstrico.

3. Otros componentes denominados componentes menores de la fibra: cutinas,
ceras y dcido fitico.

4. Componentes relacionados con la fibra, donde se encuentran algunos
aziicares y proteinas resistentes a los enzimas digestivos y los lignanos.

Aunque la fibra es un término que incluye estas sustancias y, por tanto sus
propiedades dependerdn de 1a naturaleza de estos constituyentes y de su proporcion
en la dieta, en los trabajos consultados se habla de los efectos de la fibra
globalmente y en este sentido se ha demostrado que produce un aumento del
volumen de heces, disminuye el tiempo del transito intestinal y aumenta la capacidad
de retencion de agua de las heces (Shetty y Kurpad, 1986; Spiller y col., 1986).

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

separadamente de los del resto de hidratos de carbono.

4.2.2.3.1. Hidratos de carbono y carcinogénesis mamaria: estudios
epidemiolégicos

Puesto que la proporcién de hidratos de carbono en la dieta se relaciona de una
forma directa, aunque ligera, con las calorias y con el contenido proteico, asi como
de forma inversa con el contenido graso, es diffcil esclarecer su efecto en la
carcinogénesis de forma individualizada de los otros componentes. Por ello, los
estudios epidemioldgicos internacionales donde se observan correlaciones entre la
incidencia y mortalidad de tumores malignos de mama y de colon y la cantidad de
grasa disponible para €l consumo, muestran también una asociacion con las calorias
y la proteina, mientras que con los hidratos de carbono la correlacidn suele ser

negativa (Alfin-Slater y Kritchevsky, 1991). Sin embargo, se han encontrado
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relaciones positivas entre las tasas de incidencia y mortalidad y el consumo de
azicar y negativas con el consumo de carbohidratos mds complejos (Hems y Stuart,
1975; Carroll, 1977; Hems, 1978, NAS, 1982).

Conviene sefalar que, al igual que sucede con la grasa, el contenido en azicares
de la dieta puede influir de forma indirecta en la incidencia al aumentar el contenido

calérico de la dieta (Cumminggs, 1986).

4.2.2.3.2. Fibra y carcinogénesis mamaria: estudios epidemioldgicos

Los estudios epidemiolégicos revelan que los consumos elevados de fibra y de
productos derivados de cereales se relacionan con un menor riesgo de cdncer de
mama (Kolonel y col., 1981; Lubin y col., 1986; Brisson y col., 1989; Van’t Veer
y col., 1990).

Otras investigaciones en las que se han comparado las incidencias de cdncer entre
personas vegetarianas y omnivoras, han puesto de manifiesto que los vegetarianos
presentan menores excreciones urinarias de estrégenos, niveles plasmadticos inferiores
de estrona y estradiol, asi como una disminucién en ¢l riesgo de aparicién de
neoplasias mamarias (Goldin y col., 1981, 1986 y 1988; Barbosa y col., 1990; Arts
y col., 1991, Rose y col., 1991).

Una observacién interesante es que la poblacién finlandesa consume mds fibra
que la americana, mientras que la relacién consumo de grasa/fibra es mayor en &l
grupo de enfermos cancerosos americanos y de individuos no vegetarianos
americanos {(casos y controles), que en el resto de la poblacidn finlandesa
(Alderkreutz y col., 1989). Posteriormente, se han confirmado estos resultados al
encontrarse una relacidn inversa entre el consumo de cereales, y posiblemente de
fibra, y el riesgo de cédncer, aunque no existié dicha relacién con el consumo de
vegetales y frutas (Alderkreutz, 1990).

Dos factores protectores conocidos frente al riesgo de padecimiento de cdncer de

mama son la menarquia a una edad tardia y la primera gestacion a una edad joven
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(menor de 20 afios) (Staszewski, 1971), y se sabe que la menarquia, asi como el
desarrollo mamario, pueden retrasarse en la mujer con una dieta rica en fibra,

especialmente en fibra derivada de cereales (de Ridder y col., 1991),

Por ultimo, unas de las caracteristicas de la dieta occidental es su elevado
contenido en grasa y proteina y su escasez en fibra, y, puesto que se ha observado
que dicha dieta se asocia a la presencia de niveles plasmdticos de hormonas sexuales
elevados, a niveles de globulinas transportadoras de hormonas sexuales reducidos y
a una menor excreccion de estrogenos y lignanos e isoflavonoides, se cree que estas
asociaciones son debidas a estas caracteristicas nutricionales (Alderkreutz y col.,
1992). Ademds, los dos componentes de la fibra mencionados, lignanos e
isoflavonoides, se asocian a un menor riesgo de cdncer mamario como se demostré

anteriormente (Alderkreutz, 1990).

4.2.2.3.3. Hidratos de carbono y carcinogénesis mamaria: estudios
experimentales

En genéra.l, en los estudios experimentales se ha comprobado que el efecto de los
hidratos de carbono sobre la carcinogénesis es ligero o nulo y ademds, en ocasiones,
los resultados de estos estudios son dificiles de interpretar debido a que el disefio no
ha sido cuidadoso con respecto a la proporcién de carbohidratos, siendo por tanto
dudosos su contenido y tipo en la racién de los animales de los experimentos (Alfin-
Slater y Kritchevsky, 1991).

Posteniormente, se ha observado que la carcinogénesis en ciertos modelos
experimentales no se modifica en relacién a los diferentes tipos de hidratos de
carbono, por ejemplo, la incidencia de tumores en ratén C3H/ HeJ no varié al
alimentar a los animales con dextrina y sucrosa respectivamente (Gridley y col.,
1983).
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4.2.2.3.4. Fibra y carcinogénesis: estudios experimentales

La fibra que contienen las frutas y los vegetales estd compuesta principalmente
por celulosa y pectina, componentes que pueden ser degradados parcial o
completamente por la flora intestinal y que, ademds, no se unen a hormonas
esteroides; por otro lado, la fibra de los cereales estd compuesta por lignina y
hemicelulosa unida a lignina, que no puede ser degradada por ia flora intestinal y
si tiene la capacidad de unirse a los estrdgenos (Arts y col., 1991) y a compuestos
carcindgenos como el DMBA (Gulliver y col., 1983). Ademds, los cereales pueden
aportar diez veces mds cantidad de lignanos como enterodiol y enterolactona por
gramo que los vegetales y las frutas. Asi, el salvado de trigo, la soja. la avena y la
linaza contienen una mayor proporcion de lignina en su fibra, tienen capacidad de
unirse a los estrégenos con relativa afinidad y se piensa que son los protectores mads
potentes frente al cdncer (Arts y col., 1991).

Se ha demostrado que el contenido en fibra afecta a la composicién de la flora
y a la actividad de ciertos enzimas intestinales como Ia beta glucuronidasa, que
realiza la hidrdlisis de glucurénidos y la nitrorreductasa y la azorreductasa,
responsables de la reduccién de aminas aromaticas, ya que en ratas alimentadas con
dietas ricas en fibra existe una disminucién de la actividad de estos enzimas (Reddy
y col., 1974).

Asimismo, se ha comprobado que la fibra influye en la promocion de la
carcinogénesis, ya que ésta se retrasa en ratas con tumores inducidos con MN al
aumentar en la alimentacién el contenido en fibra (Aris y col., 1991; Cohen y col.,
1991).

Ademads, se sabe que la pubertad y el desarrollo mamario en la rata puede ser

mds tardio si se incrementa la proporcién de fibra de la dieta (Arts y col., 1992).
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4.2.2.4. Contenido en micronutrientes en relacién a la carcinogénesis mamaria
4.2.2.4.1. Mecanismos de defensa frente a la oxidacién

El hombre y los animales reciben la agresion de moléculas de oxigeno reactivo,
producidas durante la acuividad bioquimica normal de los organismos, que lesionan
los tejidos de diversas formas, entre otras, desnaturalizando proteinas, alterando los
dcidos nucleicos o saturando los dobles enlaces de los dcidos grasos de las
membranas celulares, alterando asi su estructura y funcién (Sun, 1990). Frente a esta
oxidacion, existen mecanismos de defensa naturales tales como las enzimas
mineralodependientes, entre ellas por ejemplo la glutatidn-peroxidasa, y pequefias
moléculas secuestradoras del oxigeno libre como la vitamina C, el glutatidn, el dcido
drico, los carotenoides y la vitamina E (Byers y Perry, 1992). Estas moléculas
antioxidantes pueden prevenir la iniciacién de la carcinogénesis al proteger al ADN
de mutaciones. También son desfavorables a la promocién y progresién tumorales
posteriores pues evitan el dafo 2 las membranas celulares y acttian en su reparacion
(Sies, 1990). El mecanismo de antioxidacion, aunque si es el mds conocido, no es
el tnico por el que los micronutrientes previenen la carcinogénesis (Williams y
Dickerson, 1990). Algunos autores han sefialade que ciertos micronutrientes
{compuestos con actividad de vitamina A, entre otros) inhiben la expresién in virro
de algunos factores moleculares de riesgo como determinados oncogenes y sistemas
de comunicaciones intercelulares, ademds de inducir la diferenciacion celular e
inhibir el crecimiento en células transformadas (Prasad y Edwards-Prasad, 1990).

A continuacién citamos la bibliograffa mds relevante con respecto a los
micronutrientes mds estudiados en relacion a la carcinogénesis del cdncer de mama

en la mujer: el selenio y la vitamina A.

4.2.2.4.2, Selenio en relacién a la carcinogénesis mamaria
El selenio (Se) es un elemento traza esencial que puede inhibir de forma
reversible las etapas de iniciacién y, fundamentalmente, de promocion de la

carcinogénesis (Morrison y col., 1988). El Se celular, que se encuentra de forma
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inorgdnica, parece no afectar al crecimiento, mientras que son las seleno-proteinas
localizadas en el citoplasma, las que lo inhiben de una forma rdpida, no letal y
reversible (Morrison y col., 1988). Asimismo, se ha comprobado mediante estudios
in vitro con citometria de flujo en lineas celulares mamarias de ratén que el Se
inhibe la sintesis de ADN (Medina y col., 1984 y 1985), as{ como las fases S y G,
del ciclo celular (Medina y col., 1983).

4.2.2.4.2.1. Selenio y carcinogénesis: estudios epidemiolégicos

Broghamer y col. (1976) en un estudio caso-control observaron que niveles
elevados de Se en sangre se relacionaban de forma significativa con menores
porcentajes de recurrencias o de aparicién de otros tumores (mamarios‘ y no
mamarios) y con tiempos de supervivencia prolongados. Posteriormente, se ha
demostrado que los individuos con cdncer mamario avanzado presentan niveles de
Se en sangre relativamente inferiores a los de los controles (McConnel y col., 1980;
Schrauzer y col., 1985; Comstock y col., 1992), aunque otros estudios revelan que
los niveles de selenio en sangre (Meyer y Verreault, 1987; Overbad y col., 1991)
y en las ufias (Van y col., 1987) son similares en los casos que en los controles.
Incluso, se ha encontrado una asociacién positiva entre los niveles séricos de selenio

y el riesgo de cdncer de mama (Coates y col., 1988).

Es evidente que los datos que aportan los estudios epidemiolégicos no son
concluyentes y una de las cuestiones que quedan por resolver es si los niveles de
selenio se modifican por la enfermedad, o si son en parte responsables de ella
(Overbad y col., 1991). Ademds, parece que la eficacia anticarcinogénica del selenio
depende de su metabolismo y retencidn en el organismo y puede que elevadas
concentraciones de selenio en los tejidos o en la sangre, no indiguen una menor
riesgo de cdncer (Ip y Hayes, 1989). Actualmente, son necesarios nuevos estudios
epidemiolégicos, especialmente de tipo prospectivo (cohorte) que clarifiquen el papel

del selenio en la carcinogénesis mamaria en el hombre (Garland y col., 1993).
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4.2.2.4.2.2. Selenio y carcinogénesis mamaria: Estudios experimentales

Los estudios experimentales tampoco aclaran definitivamente el papel del Se pues
se han llevado a cabo numerosos experimentos con diferentes especies animales y
modelos tumorales y se ha observado que, en cada caso, la respuesta a la
suplementacién con selenio es diferente (Alfin-Slater y Kritchevsky, 1991).

Asi, por ¢jemplo, se ha demostrado que el selenio actia como un potente
inhibidor de los tumores inducidos quimica o viricamente en la rata y en el ratdn
(Medina y col., 1980 y 1983). Sin embargo, sdlo en cinco de los quince trabajos
experimentales en los que se empled selenito sddico como fuente de selenio, se
aprecié un descenso en la incidencia de tumores y de 33 estudios en los que se
administraba aceite de maiz junto con selenito sédico, se observé un descenso en la
incidencia en 15 de ellos (Morrison y col., 1988).

Yan y col. (1991) utilizando el ratén atimico como animal de experimentacion,
comprobaron que el crecimiento del transplante de células tumorales mamarias no
se inhibié ni con la suplementacién ni con la deficiencia de selenio, resultado que
confirma la variabilidad de los efectos de este mineral segtn los modelos tumorales
empleados. Se observé ademds que, al disminuir el magnesio en la dieta, el
crecimiento tumoral se retrasaba aunque se potenciaba la toxicidad del selenio; este
efecto se debe a que la detoxicacién del Se tiene lugar a través de la sintesis de
selenogiutatién, proceso que requiere ciertos niveles de magnesio (Yan y col.,
1991).

Como ocurre con frecuencia en los estudios nutricionales, los resultados de estos
experimentos deben extrapolarse al hombre con reserva, ya que en nuestra dieta, el
Se se encuentra en forma orgdnica, asociado a proteinas y aminodcidos y, sin
embargo, la mayoria de los estudios experimentales emplean compuestos inorganicos
de selenio (Ip y col., 1992), Hemos de decir, finalmente, que también se han
descrito dos componentes orgdnicos, la selenometionina y la seleno-
metilselenocisteina como compuestos capaces de inhibir la carcinogénesis mamaria
(Ip y Hayes, 1989).
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4.2.2.4.3. Vitamina A en relacién a la carcinogénesis mamaria

Antes de citar la bibliografia mds importante, mencionamos brevemente algunos
conceptos bdsicos referentes a la vitamina A y a su influencia en la carcinogénesis.

La forma activa de la vitamna A en los tejidos es el retinol. La vitamina A en
la dieta tiene dos origenes: los retinoides, formados por el retinol (productos ldcteos,
carne, higado) y sus ésteres; y los carotenoides. Existen dos clases principales de
pigmentos carotenoides, los carotenos o carotenoides hidrocarbonados (o, 3 y y
carotenos), el mds abundante es el 8-caroteno (vegetales de hoja amariila y verde)
y las xantofilas o carotenoides oxigenados. El 8-caroteno se absorbe en la mucosa
intestinal y se transforma en retinal, pudiendo luego convertirse en retinol. El retinol
es a su vez fuente de retinal y de 4dcido retinéico, retinoides con propiedades que
mencionamos a continuacién (Alfin-Slater y Kritchevsky, 1991).

Segiin Ong y Chytil (1983), los retinoides (retinol, retinal y 4cido retinoico, entre
otros) actian como los esteroides, es decir, forman un complejo proteina-retinoide
en la célula que puede desplazarse al micleo y alterar 1a expresién genética. Por otro
lado, los retinoides afectan a las glucoproteinas y a la sintesis de glucoconjugados,
lo que puede a su vez alterar el genoma y modificar el reconocimiento, adhesion y
agregacién celulares (Roberts y Sporn, 1984).

Algunos autores han demostrado in vitro que la vitamina A inhibe el crecimiento
de determinadas lineas celulares de tumores de mama en la especie humana y que
el efecto de los retinoides consiste en una actividad antiprotiferativa y fibrinolitica.
Estos dos mecanismos pueden explicar algunos de los resultados contradictorios que
se obtienen con la terapia con retinoides, puesto que la actividad fibrinolitica puede
aumentar los procesos de invasidn y metastatizacidon (Halter y col., 1990). También
se ha demostrado empleando lineas celulares tumorales mamarias con diferentes
capacidades de invasién, que el dcido retindico convierte Ia linea celular no invasiva

en invasiva y viceversa (Brake y col., 1991).
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4.2.2.4.3.1. Vitamina A y carcinogénesis mamaria: estudios epidemioldgicos

En primer lugar, conviene sefialar que la mayor parte de la literatura consultada
hace referencia a la relacion entre vitamina A y el cdncer de pulmoén y los estudios
respecto a [os tumores mamarios son escasos.

El consumo de alimentos ricos en vitamina A se asocia a un menor riesgo de
tumores en general (mamarios y no mamarios) (Shekelle y col., 1981; Graham y
col., 1982). Micozzi y col. (1990) determinaron que los vegetales verdes contienen
de un 80% a un 90% de xantofilas y de un 10% a un 20% de S8-carotenos, mientras
que los amariilos y otros vegetales como tomates y fresas, presentan de un 80% a
un 90% de carotenoides hidrocarbonados (8-caroteno). Ademds, se ha comprobado
que la coccidn reduce drdsticamente el contenido en xantofilas, principalmente
luteina y en mucha menor medida el de caroteno. Por ello, y teniendo en cuenta que
la proteccién frente al cdncer es mayor si se consumen los vegetales crudos y no
cocinados (Graham y col., 1972), es posible que los carotencides oxigenados
(xantofilas) protejan frente al cincer independientemente de los carotenos (Micozzi
y col., 1990).

Steinmetz y col. (1991) en una revisién de la literatura referente al tema,
concluyeron que el consumo elevado de vegetales y frutas se asocia de forma
consistente, aunque no siempre, con un menor riesgo de cdncer, particularmente de
tumores epiteliales del tracto digestivo, y destacaron que los vegetales crudos son
especialmente beneficiosos ya que contienen un elevado nimero de agentes
anficarcindégenos, principalmente carotenoides (hidrocarbonados y oxigenados).

El estado nutricional de los individuos respecto a la vitamina A se puede conocer,
entre otros métodos, determinando el nivel plasmdtico de retinol, ya que el nivel
plasmdtico de pB-caroteno refleja un consumo reciente de dicho nutriente
(Ramaswamy y col., 1950). No obstante, ]la mayoria de los estudios citados en esta
revisioén bibliogrdfica han tenido en cuenta ambos niveles. Asi, Wald y col. (1984)
en un estudio caso-control no encontraron diferencias entre los niveles séricos de

retinol y caroteno en mujeres con tumores mamarios respecto a los controles (Wald
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y col., 1984) y semejantes resultados se obtuvieron en otros dos estudios similares
en los que no se encontraron relaciones entre el consumo de B-caroteno o sus niveles
séricos y el riesgo de cdncer de mama (Marubini y col., 1988; London y col.,
1992).

Sin embargo, algunos autores han encontrado que existe un menor ¢onsumo de
vitamina A en las enfermas de cdncer mamario que en los controles, diferencias
observadas incluso después del ajuste con respecto al consumo caldrico y a otras
variables asociadas al riesgo (Katsouyanni y col., 1988); igualmente, otras
investigaciones han revelado que los niveles de retinol son inferiores en los casos
que en los controles (Basu y Sasmal, 1983; Knekt y col., 1990; Potischman y col.,
1990). Con respecto a la enfermedad metastdsica Rigby y col. (1992) senalan que
existen menores niveles de retinol y de proteina transportadora de retino! en los
casos sin presencia de metdstasis que en los controles, aunque los pacientes con
metdstasis presentan niveles de retinol similares a los controles, y una disminucion
de la proteina transportadora de retinol (CRBP).

Asimismo, se ha observado que la suplementacion con vitamina A y en general
el consume de vegetales, evitan el desarrollo de lesiones mamarias benignas pero no
el de malignas, lo que puede significar que la vitamina A no gjerce ninguna
proteccién una vez que la transformacién maligna ha tenido lugar (Hislop y col.,
199Q).

Todos los estudios citados anteriormente son de tipo retrospectivo, sin embargo,
en dos estudios de tipo prospectivo se ha observado que el consumo de vitamina A
produce un ligero efecto preventivo (Hunter y col., 1991} o ningun efecto (Paganini
y col., 1987) en relacién al riesgo de cdncer de mama en la mujer.

De nuevo en este punto, es necesario realizar nuevos estudios epidemiolégicos
que investiguen no solo el papel de la vitamina A en general, sino el efecto en
particular de los diferentes carotenoides y retinoides presentes en la dieta (Garland
y col., 1993).
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4.2.2.4.3.2. Vitamina A y carcinogénesis mamaria: estudios experimentales

La mayoria de estos trabajos confirman el caracter beneficioso de la vitamina A
ya que sefialan que su deficiencia aumenta la susceptibilidad a la aparicién de
tumores inducidos quimicamente en diversos érganos (Alfin-Slater y Kritchevsky,
1991) y algunos autores han comprobado en la rata que el empleo de retinoides
previene o reduce la aparicion de tumores de mama (Moon y col, 1977; McCormick
y col., 1980).

Mds recientemente se ha demostrado en tumores experimentales mamarios y de
piel que es en la fase de promocidn tumoral donde los retinoides ejercen su efecto
inhibidor de la carcinogénesis (Grubbs y col., 1990) y que modifican la expresién
genética a través de proteinas que actian como ligandos intracelulares y de
receptores nucleares (Sani y col., 1990).

Hay que indicar que, en general, los compuestos mds empleados en los estudios
experimentales han sido el retinol y el palmitato de retinol (Brandes y col., 1966)
y que los retinoides de mayor actividad frente a los tumores de mama son los que
carecen del grupo funcional carboxilo, como ¢l retinol y derivados, mientras que el
dcido retinoico y el 13-cis-4cido retinoico poseen una escasa actividad antitumoral
mamaria (Moon y col., 1983). Asimismo, actian como agentes preventivos el retinil
metil éter y la 4 hidroxifenil retinamida (4-HPR) (McCormick y col., 1982; Boilag
y col., 1987; Grubbs y col., 1990).

Otros compuestos que también han mostrado su efectividad en ratas con tumores
mamarios inducidos con DMBA (Hill y Grubbs, 1982) y NMU (Hill y Grubbs,
1982; Welsch y col., 1984; Shealy, 1989) son el acetato de retinol. Sin embargo,
en el ratdn el acetato de retinol y la 4-HPR no son preventivos (Maiorana y
Guillino, 1980; Welsch y col., 1984).

En la glindula mamaria la CRBP puede estar implicada en el mecanismo de
prevencién de los retinoides, ya que la mayoria de los compuestos preventivos
eficaces se unen a esta proteina (Hill y Sani, 1991). La 4-HPR ¢s un excepcion ya

que no se une a esta proteina, pero se cree que un metabolito suyo, que es la forma
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broldgicamente activa, si se une a la CRBP (Mehta y col., 1988).

Finalizamos este capitulo de la revisidn puntualizando los aspectos mds
interesantes que recogen Alfin-Slater y Kritchevsky, (1991):

1. Los estudios experimentales confirman que los antioxidantes, y por tanto de
los retinoides, actian en la fase de promocién tumoral (Moon, 1989; Krinsky,
1991).

2. Los retinoides son en algunos animales de experimentacion carcindgeno-
especificos y la via, la duracion y la dosis administrada pueden influir, ya que la
administracién de retinoides antes, no después, de la del carcindgeno puede puede
aumentar la incidencia de tumores de mama; sin embargo, si la administrz;ci(’m se
contintia durante mds tiempo, la incidencia final se reduce (Grubbs y col., 1990).

3. El 8-caroteno, independientemente de su papel en la sintesis de vitamina A,
previene la carcinogénesis en diferentes animales de experimentacion, actuando en
las tltimas fases de la promocidn y en la progresién tumorales (Birt, 1986; Krinsky,
1991).
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4.3. Influencia de la nutricién en la carcinogénesis mamaria en la especie
canina

Tras una extensa revision de la bibliograffa referente a la influencia de la
nutricidn en [a carcinogénesis de los TMC, los estudios en este campo, tanto a nivel
epidemiolégico, experimental, como in virro son escasos.

En el dnico estudio caso-control realizado en la perra (Sonnenschein y col.,
1991). se ha observado que una dieta rica en grasa, asi como la obesidad un afio
antes del diagndstico no se asocian, en lineas generales, a un aumento del riesgo. Sin
embargo, cuando se dividid la poblacion objeto de estudio en animales
ovariectomizados o no, los resultados variaron. Si se consideran solo las perras
ovariectomizadas, la incidencia de tumores mamarios fue menor en perras que
habfan sido delgadas a los 9-12 meses de edad. Por el contrario, en perras no
ovariectomizadas, el hecho de una delgadez en la etapa juvenil influy6 ligeramente
sobre la incidencia, aunque no de forma significativa.

Astmismo se determind en este trabajo que el porcentaje de calorfas consumidas
derivadas de la grasa es significativamente menor en los casos que en los controles
sin tumores y que el porcentaje de calorias derivadas de comida casera era menor

en los casos que en los controles.

A continuacién, referimos aquellas investigaciones de cardcter experimental que
se han enfocado en concreto al estudio de los tumores mamarios caninos, mediante
la utilizacién de células neopldsicas mamarias caninas en otros animales de
experimentacién diferentes del perro.

En estudios in vitro, los trabajos con referencia a los TMC han sido también muy
escasos. El componente de la dieta mds estudiado ha sido el micronutriente selenio
y asi Watrach y col. (1982) estudiaron su efecto sobre células de carcinoma mamario
canino transplantadas a ratén atimico. En esta investigacion, el grupo tratado con
selenio (selenito sédico por via parenteral) presenté un crecimiento tumoral
significativamente inferior al del grupo no tratado, observdndose ademds que Ia
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administracion de selenio originaba su acimulo de forma desigual en los tejidos.

Posteriormente, Fico y col. (1986) empleando lineas celulares de tumores
mamarios caninos determinaron que el seleniodiglutation es la forma mds efectiva
para inhibir el crecimiento y que el efecto inhibidor depende de la concentracion
totai de selenio, del tiempo de exposicién, del tipo celular y del estado de
crecimiento de las células. En este estudio, ninguna forma quimica de selenio fue
efectiva sobre las células normales y ademds, se afirmd que el selenio inhibe la
sintesis proteica al alterar la transcripcién del ARN.

Recientemente se ha comprobado que las células poseen una sensibilidad diferente
a los efectos toxicos del seleniodiglutation debido no a una distinta capacidad de
retencién de selenio sino mds bien de metabolizacién de este hacia formas menos
téxicas (Fico y Milner, 1991). Estos autores han sefialado que la capacidad del
selenito de alterar el crecimiento in vitro de las células tumorales mamarias caninas
depende de la cantidad y duracién de la exposicién al selenio y de la densidad del
cultivo (Kuchan y Milner, 1992).

Prondstico de los tumores mamarios caninos

El prondstico de los tumores mamarios caninos depende en gran medida del
estadiaje clinico, el cual se realiza mediante el sistema TNM (Owen, 1980),
especialmente del tamario del tumor, pero también del tipo histoldgico y de la
velocidad de crecimiento (Misdorp y col., 1973; Fowler, 1974; Bostock, 1975; Else
y Hannant, 1979; Chrisp y Spangier, 1980; Kurzman y Gilbertsson, 1986). El
comportamiento bioldgico del tumor estimado mediante el tipo histolégico, el grado
de invasién en los vasos y/o el estroma, la morfologfa y diferenciacién celulares y
el indice mitdtico, se ha sefialado como vidlido para predecir la supervivencia de los
animales (Misdorp y Hart, 1976). Sin embargo, el valor prondstico de la afectacion
ganglionar es controvertido (Misdorp y col., 1973; Gilbertson et al., 1983).

Con respecto al tipo histolégico, se ha observado que los sarcomas se asocian a

supervivencias menores que los carcinomas complejos, mientras que los carcinomas
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solidos se asocian a periodos de supervivencia intermedios (Brodey y col., 1983).
Ciertas caracteristicas clinicas asociadas a un pronéstico adverso como la presencia
de metdstasis pulmonares, presencia de linfedema, 1a infiltracion tumoral de 1a linea
media, y la presencia de nédulos satélites entre el tumor y los gdnglios linfiticos,
se asocian no solo a un mal prondstico sino a que su curacién no podrd establecerse
exclusivamente con la reseccién quinirgica (Brodey y col., 1983).

El tipo de intervencién quinirgica, asi como el realizar la ovariectomia en el
momento de la cirugia carecen de valor prondstico (Allen y Mahaffey, 1989).

Estos son los factores clasicos que ayudan a establecer el prondstico en los TMC.
En los dltimos afos se estd comenzando a evaluar otros factores como son el
contenido de ADN tumoral y la fase S. Solamente existe un trabajo publicado en el
que se estudia el valor prondstico del andlisis del contenido de ADN y de la fase S
en tumores caninos. Los factores indicativos de mal pronéstico encontrados mediante
un andlisis multivariado fueron la edad, una elevada fase S y la presencia de
sarcomas (Helimén y col., 1993).

Respecto a la influencia de la dieta, en el dnico estudio caso-control realizado en
la perra se ha observado que una dieta rica en proteina y con un bajo contenido en
grasa, se relaciona con un mejor prondstico, mientras que el contenido en grasa de
la dieta sin tener en cuenta el de proteina, no presenta ninguna asociacién con la
supervivencia de los casos (Shofer y col., 1989).

Como se comprueba, es necesario ampliar los estudios sobre los "nuevos”
factores prondstico en los TMC, tales como el ADN, la fase S y los factores
dietéticos entre otros, para poder contar con mds datos fiables y de posible

aplicacién clinica.
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INTRODUCCION

Los tumores mamarios son las neoplasias mds frecuentes en la perra (Dorn y
col., 1968). En animales menores de 4 afios son muy infrecuentes, sin embargo, a
partir de esta edad la incidencia empieza a aumentar, especialmente a partir de los
6 afios (MacEwen y Withrow, 1989). En la etiologia de los tumores mamarios
caninos {TMC) influyen fundamentalmente las hormonas esteroides sexuales.
Muestra de esta influencia es el hecho de que la ovariectomia realizada antes de los
2 afios de edad, reduce en gran medida el riesgo de aparicion de estas neoplasias.
Asimismo, se ha comprobado que la administracion de hormonas esteroides 'inﬂuye
en la carcinogénesis mamaria en la perra (Rutteman, 1990).

La presentacidn clinica de los TMC es muy variable, ya que pueden aparecer de
forma vnica o bien ser miiltiples. En el iltimo caso, las neoplasias pueden ser del
mismo o de diferente tipo histoldgico, en ocasiones son resultado del crecimiento de
una unica neoplasia que afecta a varias glindulas (Brodey, 1983; Theilen y
Madewell, 1987). Ademds, se presentan en forma de nddulos bien delimitados de
crecimiento leato o estacionarto, o bien como nddulos de crecimiento ripido e
invasivo, adheridos a tejidos subyacentes y con otros signos de malignidad (Theilen
y Madewell, 1987).

Los TMC malignos metastatizan con frecuencia, los de tipo epitelial a través del
sistema linfético, o sanguineo, o ambos. Sin embargo, los sarcomas metastatizan mds
frecuentemente a través del sistema sanguineo (Theilen y Madewell, 1987).

El diagndéstico inicial de los TMC se realiza en funcidn de las caracteristicas
clinicas, aunque puede emplearse como método adicional al diagndstico ia citologia
con aguja fina (Allen y col., 1986; Hellmén y Lindgren, 1989). No obstante, para
poder establecer un diagndstico definitivo es necesario en muchos casos el estudio
histopatolégico (Allen y col., 1986).

Los tumores mamarios caninos son compiejos no solamente en su presentacién

clinica; su histopatologia es igualmente complicada, por lo que resuita dificil
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desarrollar un sistema de clasificacién histolégica que aporte un valor prondstico.
La clasificacién histolégica de los tumores mamarios caninos mds frecuentemente
empleada a nivel mundial es l1a clasificacidn de la OMS (Hampe y Misdorp, 1974).

En el presente trabajo se han estudiado las caracteristicas clinicas e
histopatolégicas de 102 perras que presentaban displasias, tumores mamarios
benignos y malignos. Hemos incluido displasias mamarias aunque no son tumores,
ya que se consideran lesiones premalignas. Estas se han encuadrado dentro de un

mismo grupo junto con los tumores benignos.

MATERIAL Y METODOS

1. Animales

En este estudio hemos empleado 102 perras que acudieron a las consultas del
Departamento de Patologia Animal II de la Facultad de Veterinaria de Madrid y que
presentaban tumores mamarios. La edad de los animales se encontraba en un rango
entre 5 y 13 afios, ambos inclusive. La media de edad de los animales fue 9,86 arios
1+ 0,22 (error estdndar de la media). El valor mediana de edad fue 10 afios.

Un 58% los animales eran de raza pura, siendo la de mayor frecuencia de
presentacién la raza pastor alemdn. Un 42% de los casos fueron mestizos y cruces
entre razas puras.

Noventa y un casos (89%) fueron perras no ovariectomizadas en el momento del
diagndstico, mientras que 11 (10%) habian sido ovariectomizadas anteriormente a
esta fecha.

Los animales han sido resefiados mediante las letras CO seguidas de un nuimero.

Para comparar las variables entre animales con diferentes tipos de tumores, los
grupos empleados han sido:

I: grupo con displasias y tumores benignos y

II: grupo con tumores malignos con © sin tumores benignos.
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2. Examen clinico

A continuacién describimos el examen clinico realizado a todos los animales en

la pnmera visita a las consultas.

2.1._Anamnesis
En primer lugar realizamos una anamnesis general y sistemdtica. Posteriormente,

hicimos referencia al problema mamario, obteniendo la siguiente informacién:

Datos del tumor: observacion del mismo por primera vez, tamaifio que presentaba
en aquel momento y ritmo de crecimiento (categorizado este en estacionario, lento,
moderado y rdpido).

Ademds, se preguntd acerca de la posible existencia de otros tumores de mama
y su diagndstico histolégico, asi como de otros tumores no mamarios.

Asimismo, mediante el empleo del cuestionario de alimentacidn descrito en el
apartado de material y métodos del capitulo IV, se obtuve la informacidn referente
al estado hormonal del animal.

2.2. Exploracién ¢linj

En primer lugar, realizamos una gxploracidn general del animal incluyendo la
exploracion de la cavidad oral en busca de posibles signos acromegadlicos, la
auscultacién tordcica y la palpacidn abdominal.

La gxploracién de las gldndulas mamarias se realizé mediante la inspeccion y
palpacidn de las mismas. Se evalud el aspecto de las glandulas tumorales ¢ no, y de
los pezones asi como la eventual presencia de secreciones glandulares.

Los tumores fueron identficados mediante el sistema de letras y nimeros que se
describe a continuacion: los tumores de la cadena mamaria izquierda se denominaron
con la letra L (Left= izquierda) seguida de un ndmero del 1 al 5 segun su
localizacién en la cadena mamaria en direccidn crdneo caudal. Los tumores
localizados en la cadena mamaria derecha se denominaron con la letra R (Right=

derecha) seguida de la misma numeracidn descrita para la cadena izquierda.
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De cada tumor se hizo una ficha atendiendo a su localizacién en la cadena
mamaria, determindndose el tamafio en centimetros mediante la valoracién de 3
didmetros con la ayuda de un calibrador. También se valoré la consistencia,
clasificindola en dura, firme, o blanda, la adherencia o no a la piel y/o0 a planos
profundos y la ulceracién o no de la piel.

Posteriormente, exploramos el gistema linfitico que drena la regién mamaria, el
cual estd formado por los ganglios inguinales superficiales que drenan las dos
gldndulas inguinales, los ganglios inguinales profundos que drenan los ganglios
inguinales superficiales y los ganglios axilares principales y secundarios que drenan
las 3 glandulas craneales.

Para la valoracién de posibles metdstasis tordcicas se realizé una radiografia de
térax en proyeccion latero-lateral, siendo necesario en la mayoria de los casos hacer

dos proyecciones.

2.3, Estadiaje clini

El estadio clinico del paciente se establecié siguiendo el sistema TNM (Owen,
1980) de la Organizacién Mundial de la Salud, mediante el cual se evalia la
gravedad del proceso en:

A) Estadio I:: que corresponde a los casos que presenten tumores de tamario T1,
T2 o T3 sin afectacién ganglionar verificada histolégicamente y sin presencia de
metastdsis distales, denominado en el presente trabajo como estadio local.

B) Estadio I : todos los casos con tumores de tamafio T4 sin evidencia de
afectacion ganglionar verificado mediante histologia ni presencia de metdstasts
distales, denominado estadio local avanzado.

C) Estadio III: Tumores de cualquier tamaiio con afectacion del ganglio axilar
0 inguinal superficial confirmada histolégicamente, denominado estadio regional.

D) Estadio IV: Presencia de metdstasis distales incluyendo la afectacién de
ganglios linfaticos distales, o gstadio de enfermedad diseminada.
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2.4. Evaluacidn prequinirgica
En los animales que iban a ser intervenidos quirtirgicamente se realizé un perfil

analitico, incluyendo un hemograma y perfil bioquimico y un electrocardiograma.

3. Tratamiento de los tumores mamarios
La decisién de realizar una reseccidn quinirgica de las neoplasias fue tomada en

base a su localizacidn, nimero de glindulas afectadas, tamafio y adherencia a planos
profundos y a piel, afectacion ganglionar y presencia de metdstasis distales. También
se consider6 la condicién general del animal y la opinién del propietario.

Siguiendo estos criterios fueron operadas 90 perras de las 102 incluidas en el
estudio. Asi, en 2 animales que presentaban un estadio local avanzado y en otro caso
con metdstasis distales, no se realizé la intervencion quinirgica. En otros 2 casos con
metdstasis distales se realizé una cirugia paliativa segin la decisién del propietario.

Dos animales fueron eutanasiados debido a la presencia de otras enfermedades
graves como leishmaniosis e insuficiencia renal cronica.

En 5 casos no se realizé la reseccién quinirgica del tumor por decisién de los
propietarios y el diagndstico se establecié mediante citologia.

En cuanto a la técpica operatoria empleada, y teniendo en cuenta que en ninguno
de los animales (n=90) se presentaron metdstasis distales, se practicaron
nodulectomias en 12 casos y en 46 casos, mastectomias; resecciones en blogue se
realizaron en 28 animales. En 2 casos se llevo a cabo la extirpacién unilateral de la
cadena mamaria completa y en otros 2 la extirpacién de las dos cadenas mamarias.

Ademds, el ganglio inguinal superficial homolateral fue extirpado
quinirgicamente cuando se realizé la mastectomia de la quinta gidndula o bien la
reseccién en bloque de la tercera, cuarta y quinta gldndula o la extirpacion de la
cadena mamaria completa (n= 52 casos).

El ganglio linfitico axilar homolateral fue extirpado en 3 casos al estar
clinicamente aumentado de tamaiio y presentar evidencia de afectacién mediante

examen citolégico.
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4. Estudio histoldgico
4.1. Toma de muestras

Después de la intervencién quinirgica y/o necropsia, el tejido tumoral fue
seccionado. Las muestras se obtuvieron de las zonas del tumor que no presentaban
necrosis ni hemorragias, asi como de otras zonas y se conservaron en una solucion

de formol tamponado al 10%.

4.2, Procesado de las muestras

Las muestras fijadas en formol tamponado fueron incluidas en parafina
plastificada (Panreac) con punto de fusién 56°-58°C empleando un procesador de
tejidos (Procemir 1000).

Se prepararon bloques de parafina segun el sistema de cassettes para procesado
de tejidos (Vosopath AG) mediante una consola dispensadora de parafina, consola
térmica y crioconsola "Tissue Tek" (Miles Scientific).

Para la obtencién de los cortes seriados de 4-5 pum de espesor se utilizd un
microtomo con motor incorporado “Minot Leitz 1516,

Posteriormente las secciones fueron desparafinadas, rehidratadas y tefidas con

hematoxilina/eosina como técnica rutinaria para el diagndstico histopatoidgico.

4 i ico histol

El diagnéstico histoldégico se realizé de acuerdo con la Clasificacién de Tumores
en Animales Domesticos de la Organizacién Mundial de la Salud (Hampe y
Misdorp, 1974), valorando el tipo histolégico predominante en la preparacion.

Asimismo, las neoplasias fueron ademds clasificadas como heterogéneas u
homogéneas dependiendo de la presencia o no de dreas histolégicamente diferentes.

En todos los tumores malignos analizados se determinaron el grado histoldgico
de malignidad y el grado de malignidad nuclear segin la descripcién de Misdorp y
Hart (1976), estableciéndose tres grados de malignidad histolégica y nuclear.
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4.4. Estudio citoldgi
En 5 casos el diagndstico se realizé mediante examen citolégico. Las muestras

obtenidas mediante aspiracién con aguja fina, fueron tefiidas con diff-quick.

5. Anailisis estadistico

La edad en la primera consulta entre los grupos de animales se compard
empleando la prueba no pardmetrica de Wilcoxon, Las variables categdricas entre
grupos se evaluaron mediante la prueba del Ch? o la prueba de Fisher. El nivel de

significacidn estadistica se considerd a partir de valores de P > 0,05.

RESULTADOS

1. Nimero y tipo de tumores

Hemos obtenido 171 ndédulos mamarios de las 102 perras de nuestro estudio.
Dichos nddulos se han clasificado atendiendo a su histologia en 2 grupos: Grupo [:
displasias y tumores benignos y Grupo II: tumores malignos.

Grupo I: Displasias y tumores benignos. Este grupo estd formado por 109
nédulos pertenecientes a 67 animales. Cuarenta y ocho perras presentaban displasias
y/o tumores mamarios benignos exclusivamente, mientras que 19 casos tuvieron
adem4s tumores mamarios malignos. Dos tumores presentaban una malignidad
"borderline” y han sido incluidos en este grupo.

De las perras con displasias y tumores benignos exclusivamente, 2 habian
padecido anteriormente tumores mamarios malignos y 9 otras neoplasias: oral
benigna (n= 1), ovdrica maligna (n= 1), cutdnea benigna (n= 2), mamaria benigna
(n= 1) mamaria de histologia desconocida (n= 1) y tumor venéreo transmisible (n=
).

Grupo II: tumores malignos. Este grupo estd formado por 62 tumores primarios
pertenecientes a 54 perras, de las cuales 19 presentaban a su vez neoplasias benignas
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como se ha sefialado anteriormente. Asimismo, de estas 54 perras, 3 fueron operadas
anteriormente de otros tumores malignos y 6 de otras neoplasias; ovidrica maligna
(n= 1), cutdnea benigna (n= 1), mamaria benigna (n= 1) mamana de histologia

desconocida (n= 2) y tumor venéreo transmisible (n= 1).

2. Influencia de la edad y del estado hormonal

La edad ha sido una variable que no presenta una distribucién normal, por lo que
los datos presentados son los valores mediana de cada grupo. En los animales con
displasias y tumores benignos exclusivamente la mediana de edad al diagndstico es
10 afios (rango de 5 a 13, n= 48), mientras que en el grupo de animales con
tumores malignos es 10,5 afios (rango de 6 a 13, n= 54), siendo la diferencia entre
las dos medianas de edad estadisticamente significativa (P < 0,05).

En los animales ovariectomizados la mediana de edad es 12 afios (rango de 7 a
13, n= 11), mientras que la mediana es de [0 afos en las perras no
ovariectomizadas (rango de 5 a 13 ailos, n= 91). La diferencia de la mediana de
edad entre los dos grupos es estadisticamente significativa (P < 0,05).

No existen diferencias significativas entre la proporcién de tumores benignos y
malignos en las perras ovariectomizadas y las no ovariectomizadas.

En 100 casos se pudo estimar el ritmo de crecimiento. Para la comparacion de
esta variable con otras caracteristicas clinicas en animales que presentaban muiltiples
nédulos (n=39), hemos tenido en cuenta ¢l ritmo de crecimiento del tumor que
resulté histolégicamente mds maligno. Se comprueba que, a mayor edad, el ritmo
de crecimiento aumenta ya que la mediana de edad de los animales que presentaban
tumores con crecimiento estacionario es 10 afios (rango de 5 a 12, n= 11), siendo
significativamente inferior a la mediana de edad de aquellos con crecimiento rapido
(11 afos, rango de 6 a 13, n= 28) (P < 0,09).

Existen diferencias no significativas si comparamos la edad de los animales con
tumores malignos y su estadio clinico. La mediana de edad de las perras que
presentan un estadio local es 10 afios (rango de 6 a 13, n= 39), mientras que en
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aquellos con metdstasis regionales es 10 afios (n= 10) y 11 afios en animales con
metdstasis distales (rango de 10 a 13, n= 3).

3. Resultados clinicos

3.1, Localizacién de los tumores

Cincuenta y nueve perras presentaban mds de una gldndula mamaria afectada por
TMC. De estos 59 animales, 39 tuvieron al menos 2 tumores que se consideraron
diferentes al estar claramente separados y circunscritos macroscépicamente (de la
misma o de diferente histologia). De los 39 casos con miultiples tumores, 16
presentaban diferentes displasias y/o tumores benignos, 4 diferentes tumores
malignos y 19 casos eran tumores benignos y malignos conjuntamente.

Las gldndulas mamarias mds frecuentemente afectadas han sido los pares 4° y 5°
pues 96 tumores del total (n= 171) tenfan esta localizacidn, lo que supone un 56%
de incidencia en estas mamas. Treinta tumores se situaban en el 3 par (17%) y 29
(17%) correspondieron al 1* y/o 2° pares. Por otro lado, 17 neoplasias afectaban
a mis de dos glindulas mamarias o bien al 3 par y a una de las glandulas

adyacentes.

3.2. Tamaiio y crecimiento tumoral

El ritmo de crecimiento se evalué en 168 tumores y se relaciona de forma
estadfsticamente significativa al tamafio del tumor (P < 0,001) y a la adherencia a
planos profundos (P < 0,01) (Tabla 1).
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3.2. 1. Grupo I: Displasias v tumores benignos

Del total de 109 displasias y tumores benignos, 63% pertenecen a [a categoria
T1,24% alaT2y 13% ala T3.

En 107 displasias y tumores benignos el ritmo de crecimiento se relaciona de
forma directa y estadisticamente significativa con el tamario tumoral, siendo el valor
de P obtenido con la prueba del Chi, < 0,05 (Tabla 3).

Cuarenta y dos displasias y tumores benignos de 109 estaban adheridos a tejidos
adyacentes. No hemos encontrado una relacion significativa entre la adherencia a
planos profundos y el ritmo de crecimiento ni el tamafio tumoral.

Asimismo, de 109 displasias y tumores benignos solamente 4 ¢staban ulcerados.
No se ha podido establecer una relacién significativa entre la ulceracion de la piel

y el ritmo de crecimiento, la adherencia a planos profundos 6 el tamafio tumoral.
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Ritmo de crecimiento

i o
Tipo de tumor Grupo I Grupo 11
1

Tamaiio

T1 69 24

T2 26 19

T3 14 17

T4 - 2

Total 109 62

- ——

Estacionario 17 3

Lento 32 20

Medio 32 21

Rdpido 26 17

Total 107 61
———— —— ———————— ——  ——}4

Adherencia

Si 42 37

No 67 25

d Total 109 62

- ]

Tamailo, ritmo de crecimiento tumoral y adherencia a planos profundos

en relacién al tipo de tumor. Grupo I: displasias y tumores benignos.

Grupo II: tumores malignos.
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= ———e——e—
TAMANO TOTAL RITMO DE CRECIMIENTO
Estacionario Lento Medio Ripido
———— ———— - — ——H ———— ——— ————— —— — ————
T1 67 15 23 18 i1
$ V] 26 2 6 9 9
T3 14 0 3 5 6

Tabla 3. Relacidn entre el ritmo de crecimiento y el tamafio tumorales en displasias y tamores

benignos.

32.2. I: Tumores mali

Del total de 62 tumores malignos, 39% pertenecen a la categoria de tamafio tumoral T1,
31% alaT2,27% alaT3 y 3% ala T4.

De las 54 perras pertenecientes al grupo de animales con tumores malignos, 39
presentaban un estadio clinico local, 2 un estadio local avanzado, 10 un estadio regional y
3 un estadic de enfermedad diseminada.

El ritmo de crecimiento fue una variable conocida en 61 tumores. Hemos observado que
el ritmo de crecimiento se relaciona de forma significativa con el tamaiio del tumor, con un
valor de P < 0,05 (tabla 4); sin embargo, no se relaciona de forma significativa con la
adherencia a planos profundos ni con la ulceracién de la piel.

La ulceracion de la piel si se relaciona de forma significativa con otras variables clinicas
adversas como la adherencia a planos profundos (P < 0,05), el tamafio del tumor (P <
0,05) y la afectacién ganglionar (P < 0,01).
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— — _
TAMANO TOTAL : RITMO DE CRECIMIENTO
Estacionario Lento Medio Ripido
- —— 5 - — H —— — ———— ————————————— 1
Tl 24 3 11 9 [
T2 18 0 4 6 8
_ !
T3 17 0 5 6 6
T4 2 0 0 0 2
e —_—eee

Tabla 4. Relacidn entre el ritmo de crecimiento y el tamafio tumoral en tumores malignos.

En los 62 tumores malignos incluidos en este grupo, la afectacién ganglionar no se
relaciona de manera estad{sticamente significativa con el ritmo de crecimiento ni con la
adherencia a planos profundos; sin embargo sf lo hace con el tamafio y con la ulceracidn de

la piel, siendo los valores de P < 0,01 respectivamente (Tabla 5).
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TAMANO TOTAL ULCERACION
NO SI
- — - — —— ——————— — § ——— — ——— —
T1 24 23 !
T2 19 15 4
T3 17 9 g
I T4 2 1 1
]
AFECTACION TOTAL NO SI
GANGLIONAR
it 41—
NO 52 44 8
N1 10 4 i 6
. —— 1 — . _— —

Tabla 5. Relacién entre la ulceracién de la piel y el tamafio rumoral

y la afectacién ganglionar.

Los tumores T2, T3 y T4 conjuntamente, al ser comparados con los T1, se relacionan de
forma significativa con la afectacion ganglionar, siendo el valor de P < 0,05.

De 32 casos en los que los ganglios axilares y/o inguinales superficiales estaban infartados
y que fueron examinados histolégicamente, se confirmé en 10 la presencia de metdstasis
ganglionar. La consistencia ganglionar a 1a palpacién estaba aumentada en estos 8 casos, sin

embargo no hemos podido establecer la significacion estadistica de este resultado.
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4. Resuitados histolégicos

A continuacion se describen los datos histoldgicos y su comparacion con las variables
clinicas. Para ello, se han excluido los datos de 5 perras en las que el diagndstico se realizd
mediante citologia. La tabla 6 muestra la distribucién de los tipos histolégicos en los grupos
Iyl

4.1, Grupo I: Displasias y tumores benignos

Veintiséis nédulos fueron displasias: 2 epiteltosis, 1 ectasia ductal, 3 papilomatosis y 20

hiperplasias lobulares. Ochenta tumores fueron neoplasias benignas: 47 adenomas complejos,
5 fibroadenomas, 24 tumores mixtos benignos, 2 tumores mixtos benignos de malignidad
"borderline" y 2 angiomas.

Las diferencias encontradas en las caracteristicas clinicas como el ritmo de crecimiento,
la adherencia a planos profundos, la ulceracién de la piel y el tamafio del tumor de los

diferentes tipos histolégicos benignos no han sido significativas.

4.2 : i

4.2.1. Tipo histolégico

Hemos encontrado 30 carcinomas de tipo simple y 17 de tipo complejo. Nueve tumores
han sido tumores mixtos. No hemos observado diferencias significativas entre los carcinomas
de tipo simple, los complejos y los tumores mixtos con respecto al ritmo de crecimiento, la
adherencia a planos profundos, la ulceracién de la piel, el tamaifio del tumor, ni la afectacién

ganglionar.
En 18 tumores benignos y en 13 malignos hemos observado heterogeneidad histologica,

incluyendo los 11 tumores en los que se observaron dreas de malignidad y benignas

conjuntamente.
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4.2.2. Grado de malignidad

El grado histolégico de malignidad fue determinado en 60 tumores. Doce tumores
presentaban grado I, 27 grado II y 21 grado III. El grado histoldgico de malignidad no se ha
relacionado de manera estadisticamente significativa con el tamafio tumoral, el ritmo de
crecimiento, la adherencia a planos profundos, ni la ulceracién de la piel. Ei valor de P en
de todas las conparaciones fue > 0,05. Asimismo no se observaron diferencias significativas
en los grados histolégicos de malignidad entre los tipos histoldgicos simples, complejos y
mixtos.

El grado nuclear de malignidad fue determinado en 60 tumores. Seis tumores presentaban
grado I, 30 grado II y 24 grado III. No se observan diferencias significativas en esta
caracteristica histolégica en relacién al tamaifo tumoral, el ritmo de crecimiento, la
adherencia a planos profundos, ni la ulceracidn de la piel. Tampoco se observan diferencias

entre los tumores simples, complejos y mixtos.
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DISPLASIAS
GRUPO
I
TUMORES
BENIGNOS
TOTAL
GRUPO TUMORES
I MALIGNOS

' Tipo histolégico

Epiteliosis
Ectasia ductal
Papilomatosis

Hiperplasia lobular

Adenoma complejo
Fibroadenoma

Tumor mixto benigno
Tumor mixto benigno
“borderline”

Angioma

Carcinoma "in situ”
Adenocarcinoma tubular
Adenocarcinoma papilar
Carcinoma sélido

Carcinoma de células fusiformes
Carcinoma de células escamosas
Carcinoma

Sarcoma

Mixto maligno

N° de tumores
mq

2
1
3
20

47

24

Capitulo O

Tabla 6. Tipos histoldgicos de displasias y tumores benignos y malignos. No se han incluido

5 tumores diagnosticados mediante examen citolégico.
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DISCUSION

En este capitulo presentamos los datos clinicos e histopatolégicos de 102 perras que
presentaban nédulos mamarios. Se han incluido en el estudio displasias mamarias, que se han
encuadrado en el grupo I de displasias y tumores benignos, por lo que en ocasiones

mencionamos nédulos mamarios cuando hacemos referencia también a displasias.

La incidencia de los TMC aumenta con la edad (Brodey & Goldschmidt, 1983; Theilen
& Madewell, VCM). Asimismo con la edad, aumenta el riesgo de desarroilo de neoplasias
malignas con respecto a las benignas (Misdorp, 1988). En nuestro estudio, el comportarhiento
clinico asi como las caracteristicas histolégicas de los tumores mamarios en las perras de
mayor edad, son significativamente de mayor adversidad que en las perras mds jovenes, Este
resultado estd en contra de lo observado por otros autores (Else & Hannant, 1979; Priester,
1979). Sin embargo, en otras investigaciones realizadas con perras beagles se sefiala que los
tumores benignos aparecen a una edad mds temprana que los tumores malignos (Tailor, 1976;
Moulton, 1986). Ademds nuestros resultados coinciden con los obtenidos por Hellmén y col.
(1993) que indican que la edad se relaciona con un prondstico adverso en los TMC. Una
posible explicacién a este fendmeno podria ser que a mayor edad existe mayor exposicion
a los factores carcinogenéticos pues tiene lugar a lo largo de los aiios, ya que en la perra la
actividad ovdrica continia durante toda la vida (Schneider y col., 1969). Ademas, las
alteraciones del ADN pueden llegar a acumularse (Kitchell, 1993). Por otro lado, la
capacidad de reparacién del ADN (Oppenheimer, 1983) y la respuesta del sistema inmune
disminuyen con la edad (Kitchell, 1993).

Segun algunos estudios, existe predisposicion racial al desarrollo de TMC. Sin embargo,
los diversos autores no se ponen de acuerdo en sefialar cuales son las razas mds susceptibles.
Asi, se indica frecuentemente que las razas de caza son mds susceptibles que otras (MacEwen
& Withrow, 1989). En nuestro trabajo no hemos realizado un estudio de este tipo con
respecto a la raza, ya que creemos que la poblacién incluida no es representativa de la

poblacidén canina espaiiola.
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Segun Misdorp (1988) la ovariectomia reduce el riesgo de aparicion de TMC si se realiza
antes de los 2,5 afios de edad, pero si se realiza posteriormente, reduce el riesgo de tumores
benignos, no el de malignos. En las perras de nuestro estudio, y teniendo en cuenta que la
ovariectomia fue realizada posteriormente a los 2,5 afios, comprobamos que €sta retrasa la
edad de presentacién clinica de los TMC, pero no se relaciona con la presentacion de
tumores malignos o benignos. En nuestra opinidn, la reduccion de los niveles hormonales tras
la ovariectomia realizada después de los 2,5 afios puede disminuir la proliferacion de células
transformadas o en estadios intermedios de transformacién. Ademds, el hecho de que la
ovariectornia tras los 2,5 afios no previene ¢l desarrollo de tumores mamarios malignos indica
que el momento decisivo en la carcinogénesis es antes de los 2’5 afos de edad,
independientemente de que la transformacién maligna se haya completado o no.

Por otro lado y con respecto al papel de las hormonas ovdricas en los TMC, puesto que
en la gran mayoria de las metdstasis no se detectan receptores de hormonas oviricas
(Rutteman, et al. 1988), es probable que el tratamiento anti-hormonal no impida el desarroilo
de metdstasis en la mayoria de las perras operadas de tumores mamarios malignos.

La presentacién clinica de los TMC es muy variable, ya que pueden ser lesiones simples
o mudltiples. En nuestro estudio, un 58% de los casos presentaba mds de una glindula
mamaria afectada y en un 66% de estos animales, eran tumores diferentes, mientras que en
un‘ 33% se trataba de un inico tumor que invadia varias glindulas. La multiplicidad de los
TMC sefialada tradicionalmente por otros autores (MacEwen & Witrhow, 1989),
normalmente representa lesiones diferentes de naturaleza benigna, maligna o ambas, por lo
que en estos casos, todas las lesiones deben ser remitidas y analizadas histolégicamente.

Las caracteristicas clinicas tumorales que indican malignidad tales como el crecimiento
répido, el presentar gran tamafo y la adherencia a planos profundos aparecian conjuntamente
en los tumores de nuestro estudio, de forma estadisticamente significativa. De todos estos
factores, la adherencia a planos profundos influye en el tratamiento, puesto que es resultado
de un crecimiento infiltrativo y puede por tanto, dificultar una excisién radical del tumor. Sin
embargo, todos los factores mencionados, también aparecen en algunos tumores benignos,

lo que nos muestra la dificultad que supone el predecir el comportamiento tumoral mediante
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las caracteristicas clinicas exclusivamente. Es necesario realizar un estudio histopatoldgico
pues aunque mediante citologia no se observen caracteristicas de malignidad tumoral, esto
no excluye la presencia de un tumor maligno en muchos TMC (Allen y col., 1986). Por
tanto, el clinico debe tratar todos los TMC como potencialmente malignos; o bien obtener
datos convincentes de su naturaleza histoldgica. El tratamiento quinirgico no debe retrasarse
en ningun caso y el grado de escision quinirgica, tan controvertido (Allen y Mahaffey, 1989)
debe ser extenso dejando siempre un amplio margen.

En nuestro estudio no hemos incluido ningin tumor anapldsico, ni tampoco la entidad
clinica denominada "mastitis carcinomatosa”, que presenta unas caracteristicas clinicas
diferentes a las de los tumores incluidos en ¢l presente trabajo.

La hipertrofia ganglionar observada mediante palpacién, es un dato clinico de interés que
puede ser el resultado de un estroma inflamatorio tumoral o bien consecuencia de la
metastatizacién del tumor via linfitica. En el Gltimo caso, no sélo se manifiesta el aumento
de tamafio ya que en nuestro estudio, el aumento de la consistencia ganglionar es un dato
constante en la mayoria de los casos con afectacién tumoral metastésica confirmada
histoldgicamente.

En los tumores malignos, 1a ulceracién de la piel se ha relacionado con todas aquellas
caracteristicas asociadas a un mal prondstico como crecimiento rdpido, gran tamaifo,
adherencia a planos profundos y afectacidn ganglionar. En nuestro estudio, la ulceracidn,
también asociada a un mat prondstico (Theilen y Madewell, 1987), ha sido la caracteristica

clinica con mayor significacién maligna.

Ninguna de las caracteristicas clinicas e histolégicas estudiadas ha sido significativamente
diferente en los distintos tipos histoldgicos encontrados.

Para finalizar este capitulo nos gustaria destacar la ulceracidn de la piel, el tamano
tumoral y la adherencia a planos profundos como indicadores clinicos de malignidad
estadisticamente significativos, siendo ademds datos clinicos ficilmente detectables en la

exploracién del animal.
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INTRODUCCION

Las alteraciones cromosomicas que tienen lugar durante la carcinogénesis, con
frecuencia modifican el contenido del ADN de las células tumorales. Estos cambios
pueden detectarse mediante citometria de flujo (FCM) (Barlogie y col., 1983), ya
que con esta técnica podemos conocer el contenido de ADN nuclear de las células
que se encuentran el fase G, del ciclo celular mediante el denominado Indice de
ADN (TIA). Por otro lado, es posible establecer la proporcion de células en fase S
del ciclo celular mediante la denominada Fraccién de Fase S (SPF) (Merkel y
MacGuire, 1990; Vielh y col., 1991). '

En este estudio hemos determinado la ploidia del ADN vy la fraccién de células
en fase S mediante citometria de flujo en displasias, tumores mamarios benignos y

malignos en la especie canina.

MATERIAL Y METODOS

1. Animales y examen clinico

Hemos empleado 54 perras con edades comprendidas entre 5 y 13 afios, con una
media de edad de 10 afios, que acudieron a las Consuitas de la Facultad de
Veterinaria de Madrid. En el momento del examen clinico seis perras estaban
ovariectomizadas. Respecto a la raza, un 44% eran perras mestizas, mientras que
un 56% eran razas puras. La mayor frecuencia de presentacin en las razas puras
correspondid al pastor alemdn (17% del total).

En todos los animales objeto de nuestro estudio realizamos una anamnesis y
exploracién clinica descritas en el capitulo anterior. El estadio clinico del paciente
se establecié utilizando el cldsico sistema TNM (Owen, 1980) considerando la
afectacion ganglionar cuando fue confirmada histolégicamente. Este sistema clasifica
los animales enfermos en estadio 1 (local); estadio II (local avanzado); estadio III
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(regional); estadio I'V .(de enfermedad diseminada).

Posteriormente al tratamiento quirirgico, llevamos a cabo un seguimiento clinico
de los animales que consistid en el examen clinico completo, exploracién de las
gldndulas mamarias y ganglios de drenaje y radiografias tordcicas, cada 3 meses.

Los animales fueron resefiados mediante el sistema descrito en el apartado

anterior.

2. Tratamiento quirdrgico y toma de muestras

Basdndonos en el estadio clinico del tumor, el estado general del animal y la
opinién del propietario, se llevd a cabo la reseccion quinirgica de las neoplasias en
51 animales, todos ellos libres de metdstasis distales desde el punto de vista clinico
y radiolégico. Las muestras se obtuvieron rdpidamente tras la cirugia y fueron
procesadas para citometria de flujo e histopatologia segtin se refiere en los proximos
parrafos.

Los tumores . fueron resefiados mediante el sistema descrito en el apartado

anterior.

Obtencisn d i i

Tres animales presentaban un estadio clinico IV (evidencia de metdstasis
pulmonares), en los que el tumor primario habia sido intervenido anteriormente. En
2 de ellos se practicd una cirugia paliativa por lo que solamente analizamos lesiones
locales (1 benigna y 1 maligna respectivamente), en el otro caso el tumor se obtuvo
después de la necropsia.

En el seguimiento clinico, uno de los animales con un estadio clinico local
presentd metdstasis pulmonares que fueron posteriormente obtenidas durante la
necropsia para su andlisis. En otro caso, con estadio local (recidiva local) en el
momento de la presentacidn en nuestras consultas, las muestras obtenidas para

citometria de flujo fueron el tumor primario en parafina, operado anteriormente, asi

950



Capitulo T

como muestras pulmonares y hepdticas de las metdstasis detectadas durante el
seguimiento clinico.

Durante la intervencidn quinirgica y/o necropsia, en su caso, el tejido tumoral,
y en algunos casos tejido mamario sano extirpado, se recogié en hielo picado hasta
su postertor seccionado.

Posteriormente, y en un tiempo no superior 2 media hora, realizamos la particién
de los tumores. Las muestras se obtuvieron de zonas del tumor que no presentaban
necrosis ni hemorragias y fueron seccionadas en partes de 0,5 ¢m de didmetro
aproximadamente. Una vez cortadas, las muestras se sometieron a congelacidn
rdpida en nitrégeno liquido y fueron conservadas a -70° C. De cada tumor se
conservaron por término medio 4 piezas.

De la zona adyacente a la toma de muestras anteriormente citada, asi como de
otras zonas del tumor, se tomaron muestras para el estudio histolégico, que se

conservaron en una solucién de formol tamponado al 10%.

3. Estudio histoldgico

Las muestras fijadas en formol tamponado se procesaron segin técnicas
rutinarias del laboratorio de Anatomia Patolégica y se incluyeron en parafina.

El diagndstico histolégico se realizd en cortes de 3-4 um tefiidas con
hematoxilina-eosina, de acuerdo con la Clasificacién de Tumores en Animales
Domésticos de la Organizacion Mundial de la Salud (Hampe y Misdorp, 1974).

Los tumores se clasificaron de acuerdo al tipo histolégico predominante en la
preparacién y, con el fin de relacionar los resultados de la citometria de flujo,
fueron denominados heterogéneos u homogéneos dependiendo de la presencia o no
de dreas histolégicamente diferentes. Asimismo, se determind la proporcion relativa
de componentes epitelial, mioepitelial y conjuntivo mediante ¢l cdlculo aproximado
del porcentaje de tejido ocupado en cada preparacién por estos componentes
respectivamente.

En todos los tumores malignos analizados se determind el grado histolégico de
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malignidad y el grado de malignidad nuclear segun la descripcién de Misdorp y Hart
(1976), estableciéndose tres grados de malignidad histolégica y nuclear.

En los casos de afectacidn mamaria miiltiple, hemos considerado como tumores
diferentes a aquellos que estaban separados macroscépicamente, aunque fueran del
mismo tipo histolégico.

Treinta y cuatro perras presentaban displasias y/o tumores benignos; 28 perras
presentaban al menos un tumor maligno y 8 de estas 28 perras presentaban a su vez

displasias y/o tumores benignos.

4. Citometria de flujo
4.1. Procesado de las muestras

Ochenta y cinco muestras de tumores benignos y malignos primarios asi como
cinco de metdstasis regionales y dos distales fueron descongeladas a 20°C y se
trituraron con la ayuda de una cuchilla. Posteriormente, se prepararon suspensiones
nucleares en una solucién de citrato tamponado, como se describe a continuacidn:

En 800 ml de agua destilada se disolvieron 85,5 g de sacarosa (250 mM)y 11,76
g de citrato trisédico (40mM) (Merk), posteriormente se afadieron 50 ml de
dimetilsulféxido (Merk) y se afiadié agua destilada hasta un volumen total de 1.000
ml ajustdndose el pH a 7,6.

Las suspensiones se dispersaron mediante digestién con tripsina, segin el método
descrito por Vindelov y col. (1983), tratando las muestras con tripsina (T0134,
Sigma), inhibidor de tripsina (T9253, Sigma) y ribonucleasa A (R4875, Sigma).
Después de la digestién, fueron tefiidas con Ioduro de Propidio {Sigma Chemical
Co., St. Louis, MO).

Con el material tumoral conservado en parafina, se realizaron secciones de la
muestra de 50 um y a partir del tejido desparafinado preparamos la suspension
mediante un tratamiento con pepsina al 0,5% (Sigma No. P7000; Sigma) en solucion
salina durante 30 minutos y posterior rehidratacidén en una serie de soluciones de

alcohol etilico siguiendo el procedimiento descrito por Hedley y col. (1983).
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4.2. Anilisis mediante citometria de flujo

El contenido de ADN de las muestras tumorales fue analizado en un citémetro
de flujo FACScan (Bencton & Dickinson, Mountain View, CA, USA), en el
Department of Pathology of the University Medical Centre, Leiden. Para las
mediciones se emplearon los filtros estandarizados para la emisién y medicidn de la
florescencia del ioduro de propidio. Como liquido de lavado empleamos agua filtrada

y desmineralizada.

4.2.1. Estandares

Las suspensiones fueron analizadas con y sin la adicién de estandares. Las
suspensiones estdndar empleadas fueron las siguientes:

Como estdndar externo se emplearon eritrocitos de pollo en todas las muestras
analizadas, que sirvieron de referencia para definir la poblacion diploide de la
muestra tumoral, en base a la relacién que debe existir entre el pico G,, de los
eritrocitos de pollo, con un contenido de ADN conocido, y el pico G, de la
poblacion celular considerada como diploide con un Indice de ADN (IA) entre 2.10
y 2.35.

Como estdndar interno se emplearon células de rifién de perro preparadas a
partir de muestras de rifiones caninos histoldgicamente normales, mantenidas en
congelacidn, y cuyas suspensiones se obtuvieron mediante el método de Vindelov
(1983). El empleo del estdndar interno no fue necesario en todas las muestras,
solamente en aquellas en las que aparecian dos picos G, en el histograma cuyos
Indices de ADN se encontraban en el rango establecido como normal para células
diploides de perro (IA: 2.10- 2.35). Si después de la adicién del estandar interno uno
de los picos incrementa su altura, indica que corresponde a células diploides

mientras que el otro es considerado como aneuploide.
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4.2.2. Mediciones

Cada suspension se analizé una media de 2,5 veces (entre una y cuatro veces)
y cada andlisis incluyd un promedio de 10.000 células.
2 Ante la presencia de resultados diferentes entre dos determinaciones (n=29),
realizamos una nueva suspensién a partir de la muestra congelada y repetimos los
andlisis un promedio de 2 veces, para poder establecer la posibie heterogenicidad de

las muestras tumorales.

4.2.3. Definicion de ploidia del ADN

La representacion de las suspensiones nucleares mediante citometria de flujo se
obtiene en forma de histogramas uni-dimensionales. En un histograma, el nimero
de células tefiidas estd situado en el ¢je vertical. La intensidad de fluorescencia es
recogida en los diferentes canales del citdmetro, que en el histograma estan
representados en el eje horizontal.

La ploidia del ADN de las células tumorales se determina mediante el /ndice de
ADN, que se define como la relacién o el cociente entre el nimero del canal donde
se registra la fluorescencia de la muestra (pico G,,) y el nimero del canal
correspondiente a las células diploides {pico G,; de los eritrocitos de pollo o
estandard extemo).

En los andlisis realizados con material desparafinado, la presencia de dos picos
Gy, en el histograma se considera por definicién (Ruttemnan y col, 1988) como
hiperploidia, considerando el pico situado en la izquierda del histograma como el
correspondiente a la poblacién celular diploide.

Los tumores en cuyos histogramas aparece un solo pico Gy, y cuyos Indices de
ADN resultaron, por tanto, iguales a 1.00 se consideran diploides. Los tumores en
los que aparecen poblaciones celulares cuyos IA son distintos de 1.00 se consideran

aneuploides.
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A su vez, las poblaciones aneuploides y por tanto los tumores aneuploides, se
han clasificado en funlcién de su IA en:

a) Poblacion hipoploide, cuando presenta un IA inferior a 0.96. Si la poblacién
era significativa con respecto al mimero total de células analizadas, el tumor fue
considerado como hipoploide.

D) _Poblacion hiperploide, cuando presenta un IA superior a 1.04. Si era
significativa, el tumor fue considerado como hiperploide.

¢) Poblacion retraploide, cuando presenta un IA en el rango de 1.90- 2.10,
clasificdindose el tumor como tetrapioide si la poblacién era significativa.

Cuando en un histograma se identificaron mds de una poblacion celular

significativa aneuploide el tumor fue considerado como muitiploide.

4.2.4. Determinacion d¢ 1a fraccion de células en fase S (SPF)

Hemos determinado la fraccién de células en fase S en 72 tumores benignos y
malignos.

Para ello empleamos el programa MODFIT, que estima la SPF en el histograma
como la rafz cuadrada del drea del rectdngulo entre el pico G,, y el pico G,
(Bagwell, 1989). En los tumores diploides cabe esperar que la presencia de células
normales interfiera en el cdlculo de la SPF. En los tumores aneuploides de la especie
canina, los picos aneuploides suelen localizarse cercanos al pico diploide, por io que
también en ocasiones pueden contener células normales. Con el fin de poder
comparar conjuntamente tumores diploides y aneuploides de una forma lo mds
homogénea posible, en los tumores aneuploides, hemos calculado la SPF total, es
decir la correspondiente a la poblacién aneuploide y a la diploide, excepto en dos
tumores en los que empleamos la SPF correspondiente a la poblacion celular
predominante (>80%) ya que la poblacién celular restante era muy pequeifia y el
valor de SPF era dificil de estimar.

La fraccién de fase S fue determinada manualmente en 5 casos, debido a la

presencia de escotaduras a nivel de Ia transicién de G,, y la fase S, detritos o
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dobletes de los estandares que alteraba el cdlculo del programa.

Para la comparacion de los resultados de la fase S y las variables clinicas e
histolégicas los tumores fueron clasificados en dos grupos, diploides versus
aneuploides. Esta clasificacidn se realizé debido a que en los tumores aneuploides,

el cdlculo de SPF légicamente es mds dificil que en los diploides y menos preciso.

4.3. Andlisis estadistico

Para conocer si las diferencias encontradas entre los grupos eran estadisticamente
significativas se emplearon las pruebas del Chi* y de Fisher. Las diferencias entre
las medianas de las variables cuantitativas fueron estudiadas estadisticamente
mediante la prueba de Wilcoxon. Consideramos que las diferencias eran

significativas cuando los valores obtenidos de P eran menores o iguales a 0,05,

RESULTADOS

1. Distribucion de la ploidia del ADN en los tumores mamarios

caninos

1.1. Generalidades

De las 85 muestras tumorales analizadas hemos obtenido resultados éptimos en
83, ya que en dos tumores benignos los histogramas fueron desechados. Por otro
lado, un tumor mixto benigno y una metdstasis ganglionar de un carcinoma de
células fusiformes fueron eliminados del estudio debido a que la proporcién de
células tumorales presentes en el corte histoldgico era reducida (< 10%) .
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Por tanto, en un total de 82 tumores obtenidos de 53 casos los resultados fueron
incluidos en el estudio. Estos tumores fueron clasificados en dos grupos:

A)_Displasias v tumores benignos. En este grupo se incluyeron 49 displasias y
tumores benignos, asi como tumores de malignidad celular "borderline” obtenidos
de 33 perras.

B) Tumores malignos. Formado por 33 tumores primarios obtenidos de 28 casos,
incluyendo el tumor primario cuya muestra fue conservada en parafina (caso C019),
En este caso, asi como en el C021 (figuras 2 y 3) se analizaron las metdstasis
distales hepdticas y pulmonares. En el C019, el IA fue 1.49 en el tumor primario
y 1.42 en higado y pulmdn respectivamente. En el C021, el IA en el tumor primario
fue 1.0, mientras que en las metdstasis pulmonares aparecidas durante el seguimiento
fue 1.5.

Como indicativo de la validez del andlisis citométrico hemos obtenido unos
coeficientes de variacién de los picos Gy, de las células diploides en 200 andlisis de
2,5 + 0,08 (valor de la media + error estandard) y de 3,4 + 0,18 en las células
aneuploides obtenido en 53 andlisis.
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Fig. |. Histograma de un rumor mixto
benigno ¢ hiperplasia lobular.
Diploide. Caso n”: CO8 L1

Fig. 2. Histograma de un carcinoma Je
células fusiformes.
Diploide. Caso n®; CO2t L3

Fig. 3. Histograma de la metastasis
pulmonar del rtumor anterior.
Aneuploide: hiperploide (IA:1.5).
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1.2. Distribucién de 1a ploidia del ADN

A) Displasias y tumores benignos

En cuarenta y nueve lesiones analizadas 7 presentaron poblaciones celulares
aneuploides, lo que supone una frecuencia de aneuploidia del 14,3 %. En la tabla

1 se muestra la distribucién de los Indices de ADN (IA) en las 7 lesiones benignas

aneuploides.
N° de Caso/Lesién - TIPO HISTOLOGICO IA J
—_—
CO8 R4 Hiperplasia lobular .08
COl1 LS Adenoma complejo 0.94
CO15 L4 Mixto benigno l 1.08
CO31 L3 Adenoma complejo 1.21
CO50 R2 Adenoma complejo 1.65
i CO60 R3 Mixto benigno 1.26
CO61 R4 Hiperplasia lobular 1.12
—rr e

Tabla 1.  Grado de aneuploidfa en los tumores benignos aneuploides.

B) Tumores malignos

Del total de 33 tumores malignos primarios, 16 han sido aneuploides, siendo la
frecuencia de aneuploidia del 48,5%

La incidencia de aneuploidia ha sido significativamente superior en los tumores

malignos con respecto a los benignos (P < 0,001),
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Tres neoplasias malignas se consideraron multiploides debido a la presencia de
dos 0 mds picos aneuploides en el histograma. En uno de estos 3 tumores (C059)
(figura 9) el pico hiperploide presentaba el doble contenido de ADN que el pico
hipoploide (0.74 y 1.44).

Cinco tumores malignos presentan picos hipoploides, con los siguientes Indices
de ADN: CO1 RS (figura 4), IA: 0.83; C03 L5, IA: 0.79; C034 R3, IA: 0.93;
C059 L2 (figura 9), IA; 0.74 y C066 L2-4 (figura §5), IA: 0.8.

Seis tumores aneuploides presentan Indices de ADN préximos a la diploidia,
entre 1.09 y 1.2; C02 R2-3, 1A: 1.14; CO4 LS, IA: 1.10; CO8 R2, 1A: 1.05, 1.14;
C09 R3, TA: 1.10; C024 L5 (figura 7), IA: 1.26 y C057 L3, 1A: 1.12.

Cuatro tumores tuvieron picos hiperploides: C019 R4, IA: 1.49; C028 L4
(figura 8), IA: 1.40, 1.85; C050 RS (figura 6), IA: 1.57; C0O59 L2, IA: .44,

Dos tumores fueron tetraploides al presentar picos aneuploides con IA préximos
a 2, C052 RS, 1A:1.99 y CO15 RS, 1A: 2.23.

En la figura 10 se representa la distribucion de los Indices de ADN en 33
tumores malignos analizados.

C) Ploidia del ADN en neoplasias miltiples

En 20 casos se presentaron tumores miltiples, considerados como lesiones
primarias diferentes en base a las caracteristicas clinicas e histopatolégicas.

Hemos observado que en nueve de estos casos, los IA de los distintos tumores
diferfan entre si. Tres de estos nueve casos presentaban sélo tumores benignos, otros
tres animales tenian benignos y malignos conjuntamente y tres perras tenian
malignos solamente. En otros dos casos, los IA de una lesidn proliferativa benigna
y de un tumor maligno concurrente fueron muy parecidos (1.65y 1.57y 1.08 y 1.05
+ 1.14, respectivamente).

Los nueve casos restantes con tumores muiltiples, fueron diploides, cinco
animales tuvieron tumores benignos, tres casos presentaban benignos y malignos y

un caso malignos exclusivamente.
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Fig 4. Histograma de un adenocarcinoma tubular simpie.

Aneuploide: hipoploide (IA: 0.83). Caso n®: CO! RS
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Fig 5. Histograma de un adenocarcinoma tubular simpie.

Aneuploide: hipoploide (IA: 0.8). Caso n®: CO66 L2.

Capftulo I
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Fig 6. Histograma de un adenocarcinoma tubular simple.
Aneuploide: hiperploide (IA: 1.57). Caso n®: COS0Q RS.
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Fig 7. Histograma de un carcinoma sélido simpie.
Aneuploide: hiperploide (IA: 1.26). Caso n®: CO24 LS.
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Fig 8. Histograma de un adenocarcinoma tubular complejo.
Aneuploide: multiploide (1A,: 1.40; IA,: 1.85). Caso n®: CO28 L4,
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Fig 9. Histograma de un carcinoma sélido simple.
Aneuploide: tetraploide (IA,: 0.74; LA,: 1.44). Caso n®: CO359 L2.
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Figura 10. Distribucidn de los [A en 33 cumores malignos analizados

1.3. Relacién de la ploidia del ADN con el estadiaje clinico

A) Displasias y tumores benignos

No hemos encontrado una relacién estadisticamente significativa entre el
contenido de ADN celular y el tamaiio del tumor.

Cinco de los 7 casos que presentaban tumores benignos aneuploides, presentaban
a su vez otros tumores malignos mamarios y no mamarios, un carcinoma ovarico,
un tumor venéreo transmisible y carcinomas en otras gldnduias mamanas.

En la tabla 2 se muestra la distribucion de la ploidia del ADN en displasias y

tumores benignos en relacion al tamasfio tumoral.
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e 1 e
Tamaiio N° de tumores Diploides Aneuploide
== s
B Ti 25 21 4
E
N T2 10 8 2
I
G T3 14 13 1
N
0 | TOTAL 49 2 7
S
s — 4 — . —— 1}
M TI 14 10 4
A
L T2 7 2 5
1
G T3 12 5 7
N
- — f —______ — - _____—_._ ]
O | rtoraL 33 17 16
S
e | - —— ]
Tabla 2. Distribucidn de la ploidfa del ADN en relacién al tamafio tumoral en 49

displasias y tumores benignos y en 33 tumores malignos primarios.
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B) Tumores malignos

B.1. Ploidia en relacién con el estadio clinico

De un total de 28 casos en los que se analizaron tumores malignos, la
distribucion de la ploidia en relacidn al estadio clinico en el momento del diagnéstico
ha sido la siguiente:

1. Estadjo local: 22 casos presentaban un estadio clinico local. De los 27 tumores
analizados de estos casos, 13 fueron aneuploides y 14 diploides.

2. Estadio local avanzado: Ningin caso presentaba un estadio local avanzado.

3. Estadio regional: Cinco casos tuvieron un estadio clinico regional. Se
analizaron 5 tumores y 3 de ellos resultaron aneuploides.

4. Estadio de enfermedad diseminada: En los casos que presentaban enfermedad
diseminada en la primera consuita, no se obtuvo material metastdsico. Solamente en
un caso en el que mediante cirugia paliativa del tumor mamario existente en el
momento de presentacion en la consulta, se analiz¢ dicha neopiasia maligna que fue

aneuploide con un Indice de ADN de 1.26.

B.2. Ploidia en relacidn al tamaiio tumoral

De los 33 tumores malignos primarios analizados 14 presentaban un tamafio T1,
de ellos 10 resultaron diploides y 4 aneuploides. Siete tumores fueron T2 y de ellos
2 eran diploides y 5 aneuploides. El nimero total de tumores T3 fue 12, 5 diploides
y 7 aneuploides. En la tabla 2 se muestra la distribucién de la ploidia del ADN en
los tumores malignos en relacién al tamafio tumoral.

No hemos encontrado una relacion estad{sticamente significativa entre el Indice
de ADN y el tamaro tumoral. Mediante la pruebas de Chi’ y de Fisher se obtuvo
una P > 0,05.
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1.4.  Relacién de la ploidia del ADN con las caracteristicas histolégicas

A) Displasias y tumores benignos

Hemos observado poblaciones celulares aneuploides en 7 displasias y tumores
benignos.

Ocho tumores de este grupo fueron heterogéneos histolégicamente, mientras que
sus contenidos de ADN fueron homogéneos al no presentar poblaciones celulares con
diferente ploidia del ADN.

Dos tumores presentaron diferentes patrones de ploidia en las diversas
mediciones realizadas con cada muestra y fueron considerados heterogéneos en su
contenido de ADN. Sin embargo, estos 2 tumores eran histoldgicamente
homogéneos. Por otro lado, otro tumor presentaba una poblacién celular diploide y
una aneuploide, mientras que histolégicamente era homogéneo.

La tabla 3 muestra la distribucién de la ploidia del ADN en las displasias,

turnores benignos y tumores "borderline".

Senalamos finaimente que en el grupo de displasias y tumores benignos no se

observaron diferencias significativas en la ploidfa del ADN segiin el tipo histolégico.
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b — = ————— — — ———  — =
Tipo histolégico N° de Diploide | Aneuploide
tumores
- — — . — . . _— _h —— ]
Papilomatosis ductai 1 1
Displasias Hiperplasia lobular 5 3 2
— ———— —
Adenoma complejo 21 18 3
T I
umores Fibroadenoma 2 2
mamarios
benignos Tumor mixto benigno 16 14 2
I . -
Angioma 2 2
Tumores Tumor mixto
"borderline” benigno 2 2
e E ———
Total 49 42 7
=} —_— —— ——— ]

Tabla 3.

displasias y tumores benignos.

B) Tumores malignos

B.l‘

Ploidfa del ADN en relacién al tipo histolégico

Distribucién de la ploidia del ADN en relacién al tipo histolégico en 49

Dieciséis de 33 tumores malignos primarios analizados presentaban poblaciones

celulares aneuploides.

Seis de 11 adenocarcinomas tubulares estudiados fueron aneuploides. Los dos

carcinomas sélidos incluidos en el estudio fueron aneuploides, uno de eilos tuvo un

pico con un IA de 1.26 y el otro fue considerado muitiploide pues presentd dos picos

con Indices de ADN respectivamente de 0.74 y 1.44,
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Los carcinomas de c€lulas fusiformes analizados (n= 2) han sido diploides. Uno
de estos tumores (CO21) metastatizd a nivel pulmonar 3 meses después de la
intervencion quirirgica, presentando ias metdstasis un Indice de ADN de 1.58,
Histolégicamente las metdstasis fueron heterogéneas, observindose dreas de
carcinoma de células fusiformes y fibrosarcomatosas.

Siete tumores malignos presentaban heterogeneicidad en el contenido de ADN.
En seis de estos casos, al realizar varias mediciones de diferentes suspensiones, se
identificaron picos aneuploides G, , de pequefio tamafio pero significativos ademds
de un pico diploide. De estos 6 tumores, 3 fueron heterogéneos histolégicamente.
El caso restante, un tumor primario que afectaba a varias gldndulas mamarias,
presentd diferente ploidia en las mediciones realizadas en las diversas dreas del
tumor, con Indices de ADN de 1.0 y 2.23 respectivamente.

En la tabla 4 se muestra la distribucién de la ploidia en los diferentes tumores

malignos estudiados.

No hemos encontrado diferencias significativas en la ploidfa del ADN entre los

diferentes tipos histolégicos.
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Tabla 4.

Incidencia de aneuploidfa en 33 tumores malignos primarios.

—— e ———— -
Tipo histolégico N¢ de Diploides Aneuploides
tumores
%r —_—

Carcinoma "“in sitn” 5 3 2
Adenocarcinoma tubular [l 5 6
Adenocarcinoma papilar 4 2 2

I
Carcinoma séiido 2 2
Carcinoma de células 2 2
fusiformes
Sarcoma 4 2 2
- 1
Tumor mixto maligno 5 3 2
- — i —————— =
Total 33 17 16
- ] —————

B.2. Ploidia del ADN en relacién al grado histolégico y grado nuclear de

malignidad

En los tumores malignos hemos observado que a medida que el grado histolégico

de malignidad y el grado nuclear aumentan, se incrementa la proporcién de

aneuploidia del ADN, aiinque esta relacién no es estadisticamente significativa. La

tabla 5§ muestra la distribucién de la ploidia en los tumores malignos en relacion al

grado histolégico de malignidad y al grado nuclear.
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—_— _—
Grado histolégico N°® de Diploide Aneuploide
de malignidad tumores
— e e )
I 9 6 3
II J 12 6 6
I 12 7 5
e — ]
Grado nuclear N° de Diploide Aneuploide
tumores
ey & —e—————en———an
[ 4 3 i
II 16 10 6
m 13 6 | 7
e b b —

Tabla 5. Distribucién de la ploidfa del ADN en relacién al grado histolégico de
malignidad y al grado nuclear.
1.5. Andlisis de la ploidia del ADN en las metdstasis

En un caso (C021) el contenido de ADN del tumor primario y de las metdstasis
aparecidas durante el seguimiento fue diferente; mientras el tumor primario era
diploide, las metdstasis pulmonares presentan un A de 1.5. Por el contrario, en el
caso C02, la ploidia de las metastasis ganglionares fue similar a la del tumor
primario al ser los IA 1.14 y 1.10 respectivamente. En el C015 la ploidia del tumor
primario era heterogénea, siendo los Indices de ADN de 1.0 y 2.23 y las metdstasis
ganglionares tuvieron un IA de 2.28.

Una de las metdstasis analizadas (C021) era heterogénea histolégicamente aunque
la ploidia del ADN, valorada en diferentes mediciones, fue siempre la misma. En
el resto de metdstasis analizadas el contenido de ADN fue homogéneo (C02, CO15,
C019).
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2. Determinacién de la fraccién de células en fase S (SPF)
2.1. Generalidades

Hemos calculado la fraccidn de células en fase S en 72 tumores. Los valores de
esta serie de neoplasias tienen una distribucién no normal por lo que los datos
presentados son las medianas y los rangos de valores.

Por término medtio, el valor de SPF es mayor en 27 tumores malignos (mediana:
7,3%, rango: 2,1-18,5%) que en 45 tumores benignos (mediana: 4,7%, rango: 1,6-
14,7%), siendo esta diferencia significativa cuando incluimos los valores de los
tumores diploides y aneuploides conjuntamente (P < 0,05). Al comparar solamente
neoplasias diploides la diferencia entre malignos y benignos no fue estadisticamente

significativa.

A) Displasias y tumores benignos

Hemos calculado el valor de SPF en 45 displasias y tumores benignos, ya que
en 4 neoplasias no pudo determinarse debido a que en el histograma aparecian picos
Gy, asimétricos o dobletes de los estandares.

De este grupo 41 tumores fueron diploides, siendo el valor medio de SPF 4,7%
con un rango de 1,6% a 14,7%. Cuatro fueron aneuploides, con un valor medio de
SPF total de 5,8% y con un rango de 3,5% a 8,1%. Este valor medio fue mayor que

el correspondiente a los diploides, aunque esta diferencia no fue estadisticamente

significativa.

B) Tumores malignos

La proporcion de células en fase S ha sido determinada en 27 tumores malignos,
ya que en 6 neoplasias no pudo calcularse debido a la presencia en el histograma de
picos G,, asimétricos, dobletes, o a la presencia de multiploidia, asi como una
elevada poblacién G, solapdndose en la zona correspondiente a la fase S.

Quince tumores fueron diploides, con un valor de SPF de 4,1% y un rango de
2,1% a 11,7%

112



Capitulo IT

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 tumores malignos aneuploides fue superior al
correspondiente a los diploides, siendo el nimero de diploides benignos muy

pequefio para poder establecer la importancia estadistica de dicha diferencia.

2.2, Relacién de la SPF con el estadiaje clinico

A) Displasias y tumores benignos

En este grupo de neoplasias hemos observado que a medida que el tamaifio
tumoral aumenta, se incrementa el valor de SPF del tumor. Sin embargo; esta

tendencia no resulté significativa estadisticamente.

B) Tumores malignos

B.1. SPF en relacién al estadio clinico

Estadio ¢lfnico local Al tener en cuenta todos los tumores malignos, aneuploides
y diploides, hemos observado que en un total de 22 tumores malignos obtenidos de
19 casos que presentaban un estadio clinico local, la mediana de SPF es de 4,8%
con un rango de 2,1% a 13,6%

Estadio ¢lipico regional De cinco casos que presentaban un estadio regional, 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 estadio local y
estadio regional es estadisticamente significativa (P < 0,05).
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B.2. SPF en relacién al tamafio tumoral

Capitulo T

En 25 tumores malignos primarios el valor de SPF se incrementa al aumentar el

tamafio del tumor, aunque esta relacién no alcanza el nivel de significacidn

estadistica.

En la tabla 6 se muestra la distribucidn de los valores de SPF en relacién al

tamafio tumoral en los tumores benignos y malignos.

,{w

Displasias y
tumores

benignos

Tumores

malignos

lé_|======

Tabla 6.

displasias y tumores benignos y en 27 malignos.

— "":—-—"_—..==
Tamado SPF Rango
tumores (%)
-
Tl 23 4,6 1,6-8,1
T2 10 3.5 2,6-12,1
T3 12 5,7 1.8-14,7
wﬂ'ﬂ; ]
Tl 11 4,8 2,1-11,7
T2 6 4,1 3,1-18,5
T3 10 9 3,3-13,6
e -y — ———— }} —

Distribucidn de ios valores de la fase S en relacidn al tamafio tumoral en 45
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2.3. Relacién de Ia SPF con las caracteristicas histolégicas

A) Displasias y tumores benignos

El adenoma complejo y la hiperplasia lobular son los tipos histoldgicos que con
mayor frecuencia presentaron valores bajos de fraccion de fase S, mientras que las
dos papilomatosis analizadas tuvieron valores elevados de fase S. Sin embargo, la
relacién entre el tipo histoldgico y el valor de SPF no es estadisticamente
significativa.

En los casos en los que la fraccidn de fase S fue calculada en diferentes zonas
del mismo tumor, los valores de dichas mediciones fueron similares. Asi, en un
tumor mixto benigno los valores de SPF fueron 1,5%, 1,5% y 3,6% y en un

adenoma complejo de 8,2% y 6,1%, respectivamente.

B) Tumores malignos

Aunque se obtuvieron valores elevados de SPF en determinados tipos
histolégicos, por ejemplo en los carcinomas sélidos, la relacién entre el valor de
SPF y determinados tipos tumorales no ha sido significativa.

Asimismo, el grado de malignidad nuclear no se correlaciond de manera
estadfsticamente significativa con el valor de SPF; sin embargo, el grado histoldgico
de malignidad se correlaciond significativamente con dicho valor (P < 0,05). La
tabla 7 muestra la distribucién de SPF en relacidén al grado histolégico de
malignidad y al grado de malignidad nuclear.
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Tabla 7.

malignidad y al grado nuclear en 27 tumores malignos.

e — - —_—— — — _—_\
Grado histoldgico N° de tumores SPE (%) Rango
de malignidad
e mr —-]
1 7 3,8 2.7-8,2
- -
il 10 7.8 2,1-18,5
M 10 8,2 2,5-13,6
Lw e — ———J } -
Grado nuclear N° de SPF (%) Rango
tumores
. {4 ___ ___ - __ __ _— —— }$| — . ——
I 4 4,4 '3,0-5.8
n 11 8,2 2,1-18,5
1
m 12 7.8 2.5-13,6
= b — - — — — —— —— ¢

Distribucién de los valores de SPF total en relacion al grado histolégico de

En tres tumores malignos metastdticos hemos calculado la fraccién de fase S en

el tumor primario y en la metdstasis. En el caso C02, el valor de SPF ha sido

similar en el tumor primario y en la metdstasis ganglionar; en el caso C021, en el

tumor primario fue 8,2% mientras que en la metdstasis pulmonar 17,2%. En el otro

caso (CO15), el valor de SPF en la metédstasis ganglionar y en el tumor mamario

adyacente fue 9% mientras que en las masas tumorales que afectaban a las otras
gldndulas distales al ganglio, el valor fue diferente (7,4% y 2,8%).
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DISCUSION

Como mencionamos anteriormente, durante los procesos de transformacién y
progresién tumorales se producen con frecuencia cambios cuantitativos en el genoma
celular. Una pérdida o ganancia de ADN del 5% puede ser detectada mediante
citometria de flujo empleando material congelado, mientras que si el material
empleado estd incluido en parafina la sensibilidad de esta técnica es menor (Merkel
y MacGuire, 1990; Rutteman y Comelisse, 1991).

Como primera conclusidn de este estudio, sefialamos que hemos encontrado una
mayor incidencia de aneuploidia en tumores malignos que en benignos. La incidencia
de aneuploidia en tumores malignos observada en nuestro estudio es del 48,5%, que
coincide con lo sefialado en otros trabajos realizados con tumores mamarios caninos
conservados en congelacién: 52% (Hellmén 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
aneuploidia en tumores malignos fue de un 31% (18/58) y ademds los 14 tumores
benignos analizados fueron diploides (Scanziani y col., 1991). La diferencia entre
los resultados de Hellmén y col. (1988), Rutteman y col. (1988) y los nuestros frente
a los obtenidos por Scanziani y col. (1991) puede deberse a que la citometria de
flujo con material en parafina ofrece resultados menos fiables que con material
congelado (Rutteman y Cornelisse, 1991). Por otro lado, el grado de desviacién de
los Indices de ADN observado en los tumores mamarios caninos es relativamente
pequeiio en comparacién al observado en el cincer de mama de ia mujer (Hellmén
y col., 1988; Rutteman y col., 1991), lo que aumenta la posibilidad de error en la
clasificacién de los tumores al emplear la técnica con material conservado en
parafina, siendo ésta no demasiado precisa.

En tumores benignos, displasias y tumores "borderline” hemos encontrado una
incidencia de aneuploidfa de 14,3%, que coincide con ¢l 17,4% (Rutteman y col.,

1988) y 27% (Hellmén y col., 1988) obtenidos anteriormente con citometria de flujo
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en tumores mamarios caninos. Esta incidencia es mayor al 1% observado en el
cancer de mama en la mujer (Beerman, 1991). Esta diferencia se podria explicar si
tenemos en cuenta que mediante citometria de flujo pueden detectarse determinados
cambios en el ADN, cambios potencialmente malignos, en tumores mamarios de la
especie humana que no poseen todavia caracteristicas histoldgicas de malignidad
(Cardiff y col., 1977). En el caso de los TMC, este potencial maligno podria
manifestarse si dichas lesiones permanecen sin ser extirpadas quirdrgicamente
(Gilbertson y Kurtzman., 1983). Sin embargo, no se ha encuadrado ningun tipo
tumoral en concreto como lesion premaligna ni en la especie humana (van den
Vijver, 1993) ni en la canina (Misdorp, 1987), con la excepcién de los carcinomas
no invasivos en la especie humana.

Hemos encontrado poblaciones celulares hipoploides en 5 de 33 tumores
malignos primarios y en 1 de 49 displasias y tumores benignos. Nuestros resultados
son similares a los obtenidos en otros estudios realizados en tumores mamarios
caninos (Hellmén y col., 1988; Rutteman y col., 1988). Por el contrario, la
presencia de hipoploidia en el cdncer de mama en la mujer es muy infrecuente,
siendo el valor promedio observado en 12 estudios del 2% (Frierson, 1991). Esta
diferencia puede indicar que la evolucién de la ploidfa tumoral de los tumores
mamarios es diferente en la mujer que en la especie canina. En la mujer la pérdida
de material cromosdmico no suele dar lugar a hipoploidia detectada mediante
citometrfa de flujo, aunque si puede ser detectada mediante andlisis citogenético
incluso en tumores aparentemente diploides; asimismo, la mayoria de los tumores
aneuploides cuando son clinicamente evidentes ya han pasado los procesos de
poliploidizacién y pérdida de cromosomas (Dutrillaux y col., 1991).

Es posible, y de acuerdo con Rutteman y col. (1988), que el cariotipo canino
constituido por 78 cromosomas, durante los procesos de carcinogénesis y progresién
tumorales pueda sufrir pérdidas de material cromosémico sin que la célula sea
inviable. La menor repercusién de las pérdidas cromosdmicas en la especie canina
se podria explicar si se considerase vilida la hipétesis de que los genes que codifican
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algunas funciones vitales celulares estan distribuidos de forma mds 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 (Férno
y col., 1992), podrian tolerar en el perro més lesiones cromosémicas sin llegar a ser
inactivados (Rutteman y col., 1988).

Ademds, la distribucién de los Indices de ADN de las poblaciones tumorales en
el cdncer de mama en la mujer es de tipo bimodal, con un agrupamiento de
poblaciones celulares en la regién diploide y un segundo agrupamiento en la regién
hipotetraploide (Merkel y McGuire, 1988; Beerman y col., 1990; Ferné y col.,
1992). Por el contrario, en nuestro estudio y de acuerdo con Rutteman y col. (1988)
y Hellmén y col. (1988) la desviacién de los Indices de ADN aneuploides deila
regién diploide es muy limitada y no se observa el agrupamiento de poblaciones
celulares en la regién hipotetraploide.

En nuestro estudio tres tumores malignos presentaban multiploidia y sélo en uno
de estos tumores el valor del segundo pico aneuploide fue el dobie del primero, lo
que indica que la segunda linea celular puede haberse generado mediante
poliploidizacién (Hiddeman y col., 1986).

Por tanto, podemos establecer que la evolucién de la ploidia en los tumores

mamarios caninos difiere de la del cdncer de mama en la mujer, donde se ha
l demostrado que un mecanismo frecuente en la transformacién maligna es la
poliploidizacién seguida de la pérdida de cromosomas (Shackney y col, 1989).

Al igual que otros autores (Hellmén y col., 1988; Rutteman y col., 1988) en
tumores mamarios caninos, no hemos encontrado diferencias significativas en la
ploidfa del ADN en tumores de diferente tamaiio, ni tampoco entre tumores que
habian 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 ploidia entre tumores
de diferente tipo histolégico o diferentes grados de malignidad nuclear, lo que
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coincide con lo descrito anteriormente por Rutteman y col. (1988). Por ¢l contrario,
en la mayoria de los estudios realizados en el cdncer de mama en la mujer se sefiala
que los tumores con un elevado grado de malignidad histoldgica, medida en base al
grado de polimorfismo nuclear (Frierson, 1993), presentan mayor incidencia de
aneuploidia y alejamiento de la zona diploide (Frierson, 1991). En los tumores
aneuploides caninos el grado de desviacién de la zona diploide es minimo quizi
debido a que el polimorfismo nuclear es mucho menor que en el cdncer de mama en
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 ADN entre
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
ploidias registradas en diferentes bloques de tejido de la misma lesion, Asimismo
fueron considerados heterogéneos en el contenido de ADN 4 tumores en los que no
habfa concordancia entre la proporcién de células tumorales en el corte histolégico
y la proporcién de células aneuploides detectadas mediante citometria de flujo, por
lo que la presencia de ambas poblaciones, aneuploide y diploide en el mismo tumor
se consideré muy probable.

Este 1ltimo tipo de heterogeneicidad del ADN es muy importante puesto que si
de cada tumor se analiza solamente una muestra, existe ¢l riesgo de no detectar todas
las poblaciones celulares presentes en ¢l tumor. En el cdncer de mama de 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 estd
relacionada con la presencia de diferentes tipos histolégicos o heterogeneicidad
histolégica, ya que sélo en tres tumores malignos se ha observado que coincidan
estos dos hechos. Estos resultados estdn 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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Hellmén y col, 1988).

Por otro lado, cabe destacar que en los casos con neoplasias multiples, el
encontrar IA similares, es decir con una desviacién menor de un 10% de diferencia,
en distintos tumores de un mismo animal puede indicar, aunque no probar, que tos
tumores tienen un origen comun.

Cabe sefialar que la determinacién de la fraccién de células en fase S (SPF) es
dificil en ocasiones, debido a que la presencia de detritos nucleares, dobletes
procedentes de las células estdndar empleadas, picos G,, asimétricos o muiltiples
picos préximos unos a otros, complican y dificultan el cdlculo.

En los tumores aneuploides en los que el valor de SPF corresponde a la fraccién
diploide y a la aneuploide, hemos empleado la SPF total para no introducir el error
que producirfa el incluir a las células normales en los tumores diploides y no en los
aneuploides. Siguiendo este criterio hemos encontrado que los valores de SPF son
diferentes estadisticamente en los tumores diploides con respecto a los aneuploides.
Sin embargo, hay que sefialar que si nuestro propdsito fuese estudiar exclusivamente
tumores aneuploides y compararlos con otras caracteristicas como por el ejemplo el
prondstico serfa preferible empiear la SPF aneuploide exclusivamente.

En los tumores malignos, el valor de SPF es significativamente mayor en los
aneupioides que en los diploides, coincidiendo con lo observade en otros estudios
en tumores mamarios de la especie canina (Hellmén y col., 1993) y en el hombre
(Frierson, 1991). El elevado valor de SPF de los tumores malignos aneuploides es
la causa de la diferencia en el valor de SPF entre tumores malignos y benignos, ya
que al tener en cuenta sélo los tumores diploides, la diferencia entre los tumores
malignos y los benignos no fue significativa.

En los tumores malignos del presente trabajo, el valor de SPF se relaciona con
la afectacién ganglionar y el tamafio tumoral, aunque con este dltimo no de una
forma estadisticamente significativa. Los valores mds elevados de SPF corresponden
a tumores de elevado grado de malignidad de forma estadisticamente significativa.

Sin embargo no encontramos una relacién estadistica entre SPF y el tipo histoidgico.
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En un trabajo recientemente publicado con tumores mamarios caninos se sefiala
que, valores elevados de SPF se relacionan de manera independiente con un
prondstico adverso (Hellmén y col., 1993). Hemos de sefialar que en el cdncer de
mama en la mujer la aneuploidia del ADN se relaciona con un mal prondstico y
varios autores sefialan que ello es debido en realidad a la correlacion que existe entre
la aneuploidia tumoral y el elevado valor de SPF (Fisher y col., 1991, Frierson y
col., 1991). Segiin Fémo y col. (1992), los tumores hipoploides tienen un
comportamiento mds agresivo. En tumores mamarios caninos (Hellmén y col.,
1993), 1a presencia de hipoploidia asi como de hiperploidia se asocia con un menor
periodo de supervivencia al realizar un andlisis univariado, sin embargo al realizar
un andlisis multivariado dicha asociacién no se encontré.

Por otro lado, en un estudio en tumores mamarios humanos en el que se empled
el contaje cromosémico, se sefidla que la SPF aumenta en los tumores hipoploides
con respecto a los diploides y que después del proceso de endorreduplicacidn, la SPF
es superior en los tetraploides que en los triploides (Remvikos y col., 1992). Es
posible que la actividad proliferativa de los tumores mamarios suceda de forma
paralela a la evolucién genética dando lugar a una pérdida progresiva de genes
supresores (del proceso de metastatizacién) y a una activacién de oncogenes (van den
Vijver, 1993).

En conclusién podemos decir que como consideraciones finales a este capitulo,
la incidencia de aneuploidia observada es similar a la observada en otros estudios en
la especie canina y ligeramente inferior a la descrita en el cidncer de mama en la
mujer. La incidencia de aneuploidia en displasias y tumores benignos es superior a
la observada en el cdncer de mama de la mujer.

La presencia de poblaciones celulares hipoploides es mds frecuente y el grado
de desviacién de los Indices de ADN de los tumores aneuploides es mas estrecho en
la especie canina que en el hombre, lo que podria indicar que la evolucion de la

ploidia en ambas especies es diferente.
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La fraccidn de fase S es superior en los tumores mamarios malignos que en los
benignos y en los tumores malignos es superior en los aneuploides que en los
diploides.

La fraccién de fase S se relaciona directamente con caracteristicas clinicas e
histopatolégicas de malignidad como la afectacién ganglionar y el grado histoldégico
de malignidad.
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Capitulo TV

INTRODUCCION

La elevada incidencia de los tumores mamarios caninos (TMC), ya comentada
en otros capitulos de este trabajo, impulsa a la biisqueda de nuevos factores de
riesgo, entre ellos los nutricionales. En la revisién bibliogrdfica queda reflejada la
importante y controvertida influencia de diversos factores nutricionales en el cdncer
mamario en la especie humana, donde ésta ha sido objeto de estudio durante varias
décadas. En la especie canina, Sonnenschein y col. (1991) observaron que la
obesidad en los primeros afios de vida se asocia a un aumento del riesgo de TMC
en perras ovariectomizadas. Asimismo se encontré que el porcentaje de energia
procedente de la grasa en la dieta habitual de los casos era inferior que en los
controles, lo que no coincide con lo observado en la poblaciéon humana donde,
generalmente, el consumo de grasa se asocia directamente al riesgo de cdncer de
mama (Goodwin y Boyd, 1987; Toniolo y col., 1989; Howe y col., 1990; van’t
Veer y col., 1990; Sasaki y col., 1993).

En el presente estudio caso-control investigamos la relacién entre la dieta y los
TMC. Los animales incluidos proceden del drea de Madnd y difieren de los
estudiados por Sonnenschein y col. (1991) en que el porcentaje de perras no
ovariectomizadas supone un 86,4% del total de animales en lugar de el 43,5% del
estudio americano; ademds, el porcentaje de energfa procedente de comida casera
en las dietas de nuestro trabajo es del 53%, superior al 34,8% del mencionado
estudio.

Asimismo, para conocer el consumo de nutrientes, no sdlo empleamos un
cuestionario dietético sino que ademas determinamos ia proporcion de acidos grasos
de la grasa subcutdnea y las concentraciones plasmdticas de retinol y selenio de los
animales de nuestro estudio. La elecciéon de estos métodos se debe a que empleando
exclusivamente cuestionarios dietéticos no es posible determinar el consumo de los
dcidos grasos (van Staveren y col., 1986) y, sin embargo, el perfil de los 4cidos
grasos de la grasa subcutdnea puede reflejar la composicién de éstos en la dieta
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(Beynen y col., 1980).

La asociacién observada en diversos estudios epidemioldgicos entre la grasa y
el cdncer de mama de la mujer, se ha confirmado en numerosos estudios con
animales de experimentacién (capitulo I, pag. 47), los cuales sefialan ademds que son
los dcidos grasos poliinsaturados los que principalmente actian en la promocicn
rumoral (Ip y col., 1985; Carroll y Noble, 1987; Lasekan y col., 1990).

Con respecto a los micronutrientes, tanto el retinol (Garland y col., 1993) como
el selenio (Willett y col., 1983) se asocian inversamente a varios tipos de tumores
en el hombre. El consumo de estos micronutrientes puede estimarse mediante la
determinacién de los niveles de retinol y selenio plasméticos respectivamente
(Comstock y col., 1992), por lo que hemos considerado relevante la determinacién
del perfil de 4cidos grasos de la grasa subcutdnea y los niveles plasmaticos de retinol

y selenio.

MATERIAL Y METODOS

1. Grupos de animales

En este estudio se han empieado 191 perras con edades comprendidas entre 5 y
13 aiios de edad, ambos inclusive, Los animales fueron seleccionados y clasificados
én grupos como se refiere a continuacidn.

A, GRUPOS CONTROLES
2. Grupo control de animales sanos

Este grupo se formé con 44 perras que acudieron a consulta veterinaria para
revisiéon o vacunacién anual y que no presentaban ninguna enfermedad clinica
aparente. Se obtuvieron de las Consultas del Departamento de Patologia Animal II
de la Facultad de Veterinaria de Madnd, asi como de 4 Clinicas Veterinarias
localizadas en el 4rea de Madrid.
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b. Grupo control de animales enfermos

Este grupo se formo con 45 perras que acudieron a las Consultas de la Facultad
que presentaban problemas oftalmoldgicos, cardiacos, traumatoldgicos, urinarios,
respiratorios o gastrointestinales agudos. Ninguno de estos animales presentaba
enfermedades endocrinas, metabdlicas o tumorales, con el fin de evitar interferencias

en la obtencién de resultados del estudio caso-control,

B, GR A

Este grupo se formé con 102 perras diagnosticadas de enfermedad neopléél‘ca en
nuestro Departamento durante los afios 1992 y 1993. Para poder valorar su
representatividad hemos de sefialar que anualmente, se procesan aproximadamernte
900 biopsias y necropsias de pequefios animales en el servicio de diagndstico
anatomopatolégico de este Departamento, que proceden de las consultas de nuestra
Facultad asi como de clinicas veterinarias. Asimismo son diagnosticados anualmente
por este servicio aproximadamente 210 tumores mamarios caninos y felinos.

Los casos fueron clasificados en dos grupos segin el tumor que presentaban:

L. Animales con tumores benignos

Grupo formado por 48 perras que presentaban tumores mamarios benignos

y/o displasias mamarias.

II. Animaies con tumores malignos
Formado por 54 perras que presentaban al menos un tumor maligno

confirmado histolégicamente. Por tanto, aquellos animales que presentaban
tumores diferentes, benignos y malignos, en diferentes gldndulas, fueron

incluidos en este grupo,
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2. Cuestionario dietético

En primer lugar, solicitamos la participacién voluntaria de los propietarios en
el estudio. Nuestros objetivos no se dieron a conocer durante la entrevista mantenida
con los mismos, para evitar la manipulacién de las respuestas referentes a las dietas
de sus animales.

Los duefios de los animales que aceptaron ¢olaborar, contestaron a una serie de
preguntas referentes a la dieta habitual de su animal y a su historial reproductivo.

Toda la informacidn obtenida se recogia en un cuestionario que consistia en:

L. L3 edad, ¢l peso y ]a altura de la perra.

I La raza v tamafigo de la misma. Para esto iltimo los animales fueron
clasificados segin su peso en las siguientes categorias: raza enana (< 5 kg),
miniatyra (5,1 - 11,3 kg), mediana (11,4 - 23 kg ), grande (23,1 - 39,9 kg) v
gigante (= 40 kg).

La conformacién corporal (clasificada en delgada, normal y obesa) se establecid
en 3 momentos de la vida del animal; en la presentacién clinica, un afio antes de esta
fecha y cuando el animal tenia un afio de edad.

11, Historial reproductivo, que incluye la existencia de ovariohisterectomia as{
como la fecha de 1a misma, la edad al primer celo, la frecuencia, regularidad y
duracién de los celos, el nimero de partos y la edad al primer parto, el nimero de
pseudogestaciones y pseudolactaciones asi como los tratamientos empleados frente
a estos problemas y los tratamientos hormonales para prevencién del celo y
cubriciones no deseadas.

Toda esta informacidn se empleé para establecer grupos de animales asi como
para determinar si alguna de estas caracteristicas era estadisticamente diferente entre

los casos y controles pudiendo alterar los resuitados.
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IV, Cuestiongrio dietético. Basado en un cuestionario de frecuencia de

alimentacion cuantitativo, que inclufa la frecuencia diaria de alimentacion (de una
a 3 veces al dia) y las proporciones relativas de comida comercial y preparada en
casa en la dieta diana.

Con respecto al consumo de comida comercial, se registré la frecuencia y la
cantidad diarias, el nombre comercial del producto, asi como la clase de comida:
pienso, comida semi-himeda, comida enlatada o aperitivo.

El consumo de comida preparada en casa se determind registrando la frecuencia
de consumo a la semana, la cantidad al dia y el modo de preparacién (crudo, cocido
o frito) de 64 alimentos clasificados en grupos (cames y pescados; embutidos;
productos ldcteos y huevos; frutas y verduras; pan y cereales y dulces).

Por otro lado, también se registr6 el consumo de grasas (mantequilla, margarina
y diversos tipos de aceite) y de suplementos vitaminicos y/o minerales. Asimismo,
se hace una indagacidn especial sobre el consumo frecuente de sobras de comida de

los propietarios.

Las entrevistas fueron realizadas al comienzo del examen clinico en la consulta
por la misma persona. Posteriormente, todos los cuestionarios sufrieron una 2
revisién. Durante esta revision, observamos importantes carencias de informacién
en 20 cuestionarios, especialmente en los datos referentes a la dieta, por lo que
contactamos telefénicamente con el fin de completar el cuestionario.

Las preguntas relacionadas con la dieta fueron enfocadas hacia la alimentacién
que recibia el animal un mes antes de la recogida de datos, aunque la fecha de inicio
de esta dieta fue determinante ya que solamente se incluyeron en el andlisis de
nutricién aquellos animales que consumian dicha dieta desde hacia mds de un afo.
Por ello, los datos dietéticos de 13 perras (5 casos, 5 controles sanos y 3 controles

enfermos) fueron excluidos.
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3. Perfil dietético

Los datos sobre la dieta obtenidos mediante el cuestionario fueron introducidos
en el programa de nutricién de pequefios animales "Small Animal Nutritionist"
(Durango Software, 1987) para calcular un perfil nutricional de cada animal.

El contenido caldrico y de macronutrientes de los alimentos comerciales se
obtuvo de los fabricantes o bien de la etiqueta de los productos. En los alimentos
caseros, la composicién cualitativa se obtuvo de las tablas de composicién de

alimentos espafioles (Vivanco y col., 1982).

El perfil dietético calculado estaba formado por los siguientes apartados:

¢ El consumo energético diario expresado en kilocalorfas (Kcal).

® El porcentaje de energia diaria que procede de comida comercial y de
comida casera, calcuiado como la proporcidn de Kcal que cada tipo de comida
aporta al consumo energético diario.

® El porcentaje de epnergia diaria que procede de los macronutrientes:
hidratos de carbono, proteinas y grasas de la dieta, que fueron calculados como la
proporcion de kcal que cada nutriente aporta con respecto al consumo energético
diario.

¢ El porcentaje de energia procedente de determinados alimentos. Para ¢llo,
establecimos 3 grupos de alimentos tras el andlisis global de los cuestionarios, como
se sefiala a continuacién:

L._Carpes rojas, que incluyen carne y derivados de vaca, cerdo, cordero y
caballo, excepto el higado y los embutidos.

II._Carpes blancas, que incluye principaimente camne y derivados del pollo y
gallina a excepcidén del higado.

Ifl, Higados de varias especies. los més consumidos son los de pollo y vaca y

en menor cantidad de cerdo.
IV, Productos licteos, grupo formado por leche {(entera, semidesnatada y
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desnatada), quesos de diferentes tipos, yogures, y otros productos licteos
consumidos menos frecuentemente (gj. cuajada).

V. F v

El motivo de clasificar los alimentos en grupos con propiedades nutrititivas
similares y caracteristicas, fue el poder comparar sus consumos entre casos y
controles y conocer la posible influencia de los nutrientes de estos grupos de
alimentos. Cada uno de estos grupos se caracteriza por un contenido relativamente

elevado de uno o mds nutrientes.

4, Datos clinicos

4.1 Ex inj

En los grupos controles, los datos clinicos se obtuvieron de las historias clinicas
de la Facultad o bien del veterinario a cargo del animal. En todos los animales
controles comprobamos que no presentaban ninguna lesién compatible con una
neoplasia mamaria mediante una exploracién clinica de las glandulas 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 clinico de todos los animales incluidos en el grupo de casos

realizado cuando acudieron a las consultas, ha sido descrito en el apartado de
material y métodos del capitulo II.

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 informacidn referente al estado reproductor del animal.

4.2, Estadiai
El estadio clinico del tumor se establecidé mediante el sistema TNM (Owen,
1680).
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5. Toma de muestras

3.1, Sangre
Se extrajo sangre a un total de 47 casos y 68 controles, y se conservaron

muestras de 1 ml suero a -20° C,

52.G u

Obtuvimos una muestra de grasa subcutdnea de un total de 42 casos y 39
controles.

El material empleado consistié en una palomilla de 20 G y una jeringa de 20 ml
para realizar el vacio. La muestra se recogid mediante aspiracion en la regién dorso-
lumbar. En primer lugar, se levanta ligeramente un pliegue de piel, se coloca la
palomilla subcutineamente formando un dngulo aproximadamente de 60° con la piel.
Posteriormente, se conecta la jeringa y se aplica el vacio para, por dltimo,
manteniendo el vacio en la jeringa desplazar ligeramente la palomilla en varias
direcciones con el fin de obtener una muestra adecuada. La cantidad obtenida por
término medio fue 50 a 100 mg, lo que supone unas 2 o 3 gotas de grasa. Las
muestras se guardaron en plistico y se conservaron a -20° C, evitando el contacto
- con el aire y la luz, Se excluyeron las muestras contaminadas con sangre ya que ¢llo
interfiere la valoracién de los dcidos grasos. Beynen y Katan (1985) aplicaron una
metodologia semejante para el estudio de la grasa corporai en la especie humana.

6. Andlisis de indicadores nutricionales

Los niveles de selenio, retinol y 4cidos grasos fueron determinados en el
Department of Laboratory Animal Science of the Faculty of Veterinary Medicine,
Utrecht.
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6.1. Selenio sérico

En 115 muestras &e sﬁero se determiné el nivel de selenio de acuerdo con el
método fluorométrico descrito por Koh y Benson (1983) en un espectofotémetro de
fluorescencia Perkin-Eimer (Mod 1000, Perkin-Elmer Ltd., England).

6.2. Retinol sérico

En 50 muestras de plasma se determiné el nivel de retinol mediante
cromatografia liquida de alta resolucién segiin el método descrito por Roodenburg
y col. (1994),

6.3. Acidos grasos subcutdneos

En 81 muestras de tejido graso subcutdneo se determind el perfil de acidos
grasos mediante el método descrito por Beynen y Katan (1985). Se sintetizaron
metil-ésteres de los dcidos grasos de acuerdo con el método descrito por Metcalfe
y col. (1966) y se separaron por cromatografia liquido-gas en un modelo Packard
433. El perfil se describe en la tabla 1.
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Simbolo N° de dobles Nombre Nombre
enlaces comiin sistemdtico

Saturados
C10 0 Caprico n-Decanoico
C12 0 Laurato n-Dodecanoato
Cl4 0 Miristato n-Tetradecanoato
Cl5 0 - n-Pentadecanoato
Cl16 0 Palmitato  n-Hexadecanoato
C18 0 Estearato n-Octadecanoato
C20 0 Araquidato  n-Eicosanoato
Monoinsaturados
Clé:1 1 Palmitoleato Hexadecenoato
Ci8:1 1 Oleato Octadecenoato
C20:1 1 - Eicosadecenoato
Poliinsaturados
C18:2n-6 2 Linoleato Octadecadienoato
Ci18:3n-6 3 Linolenato = Octadecatrienocato
C18:3n-3 3 Linolenato Octadecano
C20:2 2 Linolenato  Eicosadienoato
C20:3 3 Linolenato Eicosatrienoato
No identificables

Tabla 1. Perfil de 4cidos grasos analizados en la grasa subcutdnea.
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7. Andlisis estadistico

La influencia de las variables reproductivas sobre la incidencia de los tumores
mamarios fue evaluada con el test de Student, comparando los valores medios de los
casos con respecto a los controles. Para la comparacidn de las variables cualitativas
empleamos la prueba del Chi’. Las variables dietéticas cuyas distribuciones fueron
normales se compararon con el test de Student. Aquellas cuyas distribuciones no
eran normales, se compararon con la prueba no paramétrica del test de rangos de

Wilcoxon. Un valor de P > 0,05 fue considerado significativo.

RESULTADOS

1. Edad, raza y estado reproductor

Los resultados correspondientes a este apartado han sido resumidos en la tabla
2. Estos resultados se expresan en términos de valor medio + error estandard del
valor medio.

La media de edad de los casos fue 9,8 afios + 0,22. La media de edad de los
controles fue 8,17 + 0,24, La diferencia entre la media de edad de edad de los
casos y de los controles fue estadfsticamente significativa (P < 0,05).

Los perros mestizos y de razas cruzadas fueron los mds numerosos en este
m siendo el 42,1% y 40% del total de los casos y controles respectivamente.
&Muacldn la raza de mayor incidencia fue el pastor alemdn (15,6%) y las
razas caniche y cocker spaniel, que representaron el 6,8% y 6,8% del total
respectivamente. En la tabla 2 se muestra la distribucién de los casos y controles
segiin el tamafo de la raza, que no fue significativamente diferente entre ambos
grupos (P > 0,05).
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El porcentaje de perras castradas fue de un 11% en el grupo de casos y 17% en
el de los controles. La diferencia entre los valores medios de los animales
ovariectomizados de los casos y los controles no fue estadisticamente significativa
(P > 0,05).

Con respecto a las variables reproductivas, las diferencias entre la frecuencia,
regularidad y duracién de los celos entre los casos y los controles no fueron
significativas. Asimismo, las diferencias entre casos y controles encontradas respecto
a la edad al primer parto, el mimero de partos, el mimero de pseudogestaciones y
pseudolactaciones, los tratamientos hormonales para prevencion del celo,
pseudogestaciones y/o abortivos, no fueron significativas (P > 0,05).

La inica variable reproductiva significativamente diferente entre casos y
controles fue la edad al primer celo, vanable que resulté menor en casos, con una
media de 8,39 + 0,6 que en los controles, con una media de 9,7 + 0,49, siendo el
valor de P < 0,001.
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. . . ]

Casos Controles
n Edad n Edad
N° de perras 102 9,84 + 0,22 89 8,17 + 0,24
Raza
Razas puras 59 9,57 + 0,29 53 8,56 + 0,30
Mestizos 43 10,23 + 0,34 36 7,58 + 0,40

Tamaiio de la raza .
Enana 7 9,14 +£1,18 10 7,75 £ 0,77

Miniatura 29 10,00 + 0,49 18 7,94 + 0,53

Mediana 30 10,46 + 0,36 7 829 + 0,62

Grande 28 9,60 + 0,33 41 827 + 0,36

Gigante 8 830+0,73 39,00 + 1,53
Ovariectomia

No 91 9,70 + 0,23 74 8,00 + 0,26

si 11 11,00 + 0,66 15 8,93 + 0,70

Tabla 2.  Resultados de edad, raza y estado reproductor en 102 casos y 89 controles.
La edad es el valor medio + el error estandard del valor medio en aiios.
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2. Conformacicdn I

La distribucidn de los casos y controies con respecto a la conformacién corporal
cuando tenian aproximadamente un afio de edad (entre 9 y 12 meses), un afo
anterior a la recogida de los datos y en el momento de 1a misma, se describe en la
tabla 3.

En un 40% de los casos, los propietarios respondieron que sus animales habian
sido obesos cuando tenian un afo de edad, en comparacién con el 11% registrado
en el grupo de controles sanos y con el 14% en el de enfermos. Esta diferencia fue
significativa estadisticamente, teniendo en cuenta los dos grupos controles por
separado o conjuntamente (P < 0,001).

Con respecto a la conformacién corporal un afio anterior a la recogida de los
datos, 1os casos resultaron significativamente obesos en comparacion con los
controles (P < 0,02).

Por el contrario, en el momento de la recogida de los datos la diferencia entre
las conformaciones corporales de los casos y de los controles no resultaron
significativas (P > 0,05).
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Tabla 3.

Conformacuin Casos Controles sanos Controles

corporal enfermos

% n % n %

= = P e | e — e —
Un aiio de edad
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 44 100
Un aiio antes del
estudio
Delgado 9 8,8 2 4,5 2 4.4
Normal 36 35,3 29 65,9 23 5.1
Obeso 57 55,8 13 29,5 20 44 4
Total 102 100 M« 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 4 100 45 100

Conformacidn corporal al aiio de edad, un afio antes vy en el momento de

la presentacién. No se han incluido 10s animales con datos desconocidos.
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3. Factores dietéticos

I. Tipo de alimentacién: casera o comercial

II. Contenido en macronutrientes: hidratos de carbono, grasas y proteinas.

1I. Consumo de determinados alimenitos.
IV.  Indicadores nutricionales: selenio, retinol y perfil de 4cidos grasos.
. Tipo de alimentacidn: m

Las proporciones de comida comercial y casera en el consumo diario se
calcularon en términos de energia (Kcal) proporcicnadas por estos dos tipos de

alimentacion.

En los tres grupos de animales, la contribucién del alimento comercial al
consumo caldrico diario individual, era muy variada pues se encontraba en un rango
de 0 a 100%. En el grupo de casos, la mediza de la proporcién de comida comercial
fue 33,19 £ 3,78, mientras que en los controles sanos fue 67,02 + 6,79 y en las
controles enfermos fue 41,23 + 5,97. Las diferencias entre la media del grupo de
casos y la correspondiente al grupo de controles sanos fue muy significativa (P <
0,001), asi como la existente entre 1a media de! grupo de casos y la media de los 2
grupos controles combinados (P < 0,001). Figura 1.

Hay que sefialar que, ademds, muchas de las dietas cuya base principal estaba
constituida por dietas caseras contenfan proporciones inadecuadas de

macronutrientes, a diferencia de las dietas comerciales, mas equilibradas.
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las proteinas en las dietas de los casos con respecto a las de los controles, sanos,
enfermos o los dos combinados, no fueron significativas (P > 0,05).

El porcentaje de calorias aportado por las grasas fue superior en los casos que
en los controles, siendo la diferencia significativa entre los casos y los controies
sanos (P < 0,02), sin embargo, no resulté significativa entre los casos y los
controles enfermos, asi como entre los casos y los 2 grupos controles combinados,
al ser los valores de P > 0,05.

Casos Controles sanos Contl:oles
n= 93 n= 39 enfermos
n= 42
Energia de 4297 + 1,38 45,07 + 2,31 4273 + 1,99
carbohidratos
Energfa de grasas ]I 31,03 + 1,27 26,56 + 1,57 30,38 + 1,50 T
e —_ . —} ———————————}
Energia de 26,10 + 0,81 28,33 + 1,25 26,85 + 1,08
proteinas

Tabla 4. Valor medio de los porcentajes de energfa (Kcal) procedentes de los
carbohidratos, grasas y protefnas de la dieta en 174 perras.
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Figura |.  Porcentaje de energfa diaria procedente de comida comercial

en los casos y controles. El valor representado es !a media

de cada grupo.

La proporcién en la dieta de cada macronuiriente fue calculada como la
proporcién de energia (Kcal) que ese nutriente aporta con respecto al consumo
calérico diario total. Los resultados de los valores medios de estos porcentajes en
los 3 grupos de animales se encuentran en la tabla 4. Los resultados corresponden
a las dietas de 174 animales, ya que fueron excluidos 13 animales que llevaban
tomando esta dieta durante menos de un aio y otros 4 casos cuyas dietas eran
exclusivamente caseras y no conseguimos una informacién adecuada en cuanto a la
composicidn y cantidades de las mismas.

Las diferencias entre los porcentajes de calorfas de los hidratos de carbono vy de
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III. Consumo d¢ ggtgrming-dgs alimentos

Los resultados de las proporciones de calorfas procedentes de los 5 grupos de
alimentos establecidos se resumen en la tabla 5. Para comparar las posibles
diferencias entre casos y controles con respecto a estos alimentos, hemos tenido en
cuenta solamente aquellas dietas cuya proporcion de comida casera (en términos de
energia) era superior al 25% del total para evitar el error debido a la proporcién del
alimento comercial. Por ello, en este apartado se han empleado las dietas de 117
perras: 72 casos, 15 controles sanos y 30 controles enfermos.

La proporcién de calorias procedentes del primer grupo de alimentos,
denominado cares rojas, fue superior en los casos, con una media de 16,83 + 2,26,
que en los controles enfermos, en los que la media fue 8,63 + 2,95 y superior
también a la media de los 2 grupos controles combinados, 10,71 + 2,56, siendo los
valores de P < 0,02 y <0,05 respectivamente. Sin embargo, las diferencias entre
los casos y los controles sanos, con una media de 14,86 + 4,88 no fueron
significativas, siendo el valor de P > 0,05.

Con respecto al segundo grupo de alimentos, catnes blancas, el porcentaje de
calorfas procedentes de este grupo fue 11,36 + 1,83 en los casos, 17,13 + 5,79 en
los controles sanos y 18 + 3,47 en los controles enfermos. Las diferencias entre los
casos y los controles enfermos, asi como las encontradas entre los casos y los 2
grupos controles combinados fueron significativas, siendo los valores de P < 0,05.

Las diferencias encontradas con respecto a las calorias derivadas del consumo
de higado no fueron significativas al comparar los sanos, los enfermos o los dos
grupos controles combinados con respecto a los casos, siendo los valores de P >
0,10, > 0,20 y > 0,20 respectivamente.

Las diferencias entre la proporcién de calorias procedentes del consumo de
productos l4cteos en los casos y en los controles sanos, los enfermos o los 2 grupos
conjuntamente no resultaron significativas, siendo los valores de P > 0(,05.

respectivamente.
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El valor medio de la proporcidn de calorfas procedentes de frutas y verduras en
los casos fue 3,2 + 0,69 y en los controles sanos 5,93 + 1,47. Esta diferencia
resultd estadisticamente significativa con un valor de P < 0,05. Sin embargo en los
controles enfermos el valor medio fue 3,5 + 0,9 y la diferencia con los casos no
resulté significativa (P > 0,20), al igual que la diferencia entre los casos y los 2
grupos controles combinados (3,5 £ 0,9), al ser el valor de P > 0,05.

Grupo de alimentos Casos o Controles -
n= 45§
Carnes rojas 16,83 + 2,26 10,71 + 2,56 4
Carnes blancas 11,36 + 1,83 | 17,70 + 2,97
Higado 3,00 £ 1,20 2,95 + 1,34
Productos licteos 4,12 + 0,83 5,80 + 1,08
Frutas y verduras 3,20 + 0,69 4,30 £ 0,78

Tabla5.  Valor medio de los porcentajes de energfa (en Kcal) procedentes de los
diversos tipos de alimentos. Se han exciuido las dietas que contienen

menos de un 25% de energia procedente de comida preparada en casa.

IV, Indicad icional
A.-SELENIO SERICO

El valor medio de los niveles de selenio en 47 casos fue 0,2996 + 0,0071 con
un rango de valores entre 00,2130 y 0,4340 ug/ml.

El valor medio de los niveles de selenio en 68 controles (sanos y enfermos) fue
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de 0,2990 £ 0,0060 con un rango de valores entre 0,1390 y 0,4050. La diferencia

entre ambos valores medios no fue estadisticamente significativa (P > 0,05).

B.-RETINOL SERICO

El valor medio de los niveles de retinol en 24 casos fue 60,075 1 4,350 con un
rango de valores entre 24,100 y 101,800 pg/dl.

El valor medio de los niveles de retinol en 26 controles (sanos y enfermos) fue
de 85,315 + 10,101 con un rango de valores entre 25,900 y 222,300. La diferencia
entre ambas medias resultd estadisticamente significativa, siendo el valor de P <
0,05.

C.-PERFIL DE ACIDOS GRASOS SUBCUTANEOS

En la tabla 6 se muestra el valor medio + el error estandard del valor medio
de los 4cidos grasos analizados en 42 casos y 39 controles.

Las diferencias encontradas entre los casos y los controles no resultaron
significativas a excepcion del 4cido graso saturado C10, siendo el valor medio

significativamente superior en los controles que en los casos (P < 0,09).

Por otro lado, las diferencias encontradas respecto a la conformacién corporal
en las tres etapas estudiadas (al afio de edad, un afio antes del diagnéstico y en el
momento del diagndstico) y a las variables dietéticas estudiadas entre las perras con
tumores benignos y malignos no fueron estadisticamente significativas. Solamente
la media de energia procedente de frutas y verduras en el grupo de animales con
tumores malignos (n=48) fue 2,5 + 0,94 fue significativamente inferior a la del
grupo con neoplasias benignas (n=44) 3,02 + 0,59 (P < 0,05). No resulatron
significativas las diferencias de conformacién corporal y variables dietéticas

estudiadas entre perras con tumores malignos de diferente estadio clinico.
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ACIDOS GRASOS | CASOS CONTROLES -
B e N
C10 2,733 £ 0,275 3,692 + 0,340
C12 0,142 + 0,013 0,121 + 0.009
Cl4 1,836 + 0,078 1,774 + 0,061
C15 0,200 + 0,011 0,197 + 0,009
B Ci6 11,955 + 0,431 12,492 + 0,350
B Ci6:1 9,247 + 0,370 8,4923 + 0,312
Ci18 4,131 + 0,250 4,345 + 0,253
C18:1 - 51,736 £ 0,675 49,949 + 0,700
C18:2n-6 12,269 + 0,504 12,808 + 0,445
C18:3n-3 0,340 £ 0,024 0,336 + 0,015
C18:30-6 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 £ 0,013
NO IDENTIFICABLES 4,138 + 0,151 4,215 + 0,207 7
T S — N —

———

Tabla 6. Perfil de 4cidos grasos subcutdneos (en g/100g de maetil-ésteres totales).
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DISCUSION

Las variables reproductivas estudiadas tales como la ovariectomia, las
caracteristicas de los celos, el nimero de partos, la edad al primer parto, las
pseudogestaciones y los tratamientos hormonales empleados en la préctica clinica
para prevencion del celo, para tratamiento de pseudogestaciones o como abortivos,
no han sido significativamente diferentes en los animales con tumores de mama de
los controles. Sin embargo, hemos observado que la edad de aparicion del primer
celo se asocia a la incidencia ya que el valor medio de edad en los casos es
significativamente menor que ¢l correspondiente a los controles. Estos resultados
coinciden con los de otros autores en la perra (Theilen y Madewell, 1987) y en la
mujer, donde se ha indicado que la aparicién tardfa de la menarquia asi como la
presentacidén temprana de la menopausia son factores protectores frente al cdncer de
mama (Mansfield, 1993).

Un resultado interesante de nuestro estudio se refiere a la obesidad juvenil.
Cuando existe obesidad en esta etapa de la vida, aproximadamente al afio de edad,
aumenta de manera significativa el riesgo de tumores mamarios en la edad adulta.
_Igual ocurre con la obesidad un afio anterior al diagndstico de los tumores. Sin
embargo, la influencia de la conformacién corporal en el momento del diagndstico
no ha resultado estadisticamente significativa. Estos resultados son similares a los
obtenidos por Sonneschein y col. (1991) también en la especie canina.,

Algunos investigadores han obtenido resultados similares en el cancer de mama
en la mujer y han propuesio gue la hipernutricién, y por tanto la obesidad durante
la adolescencia, es un determinante importante del desarrollo de cdncer de mama en
la edad adulta (de Waard, 1975; Sherman y col, 1981). Ademds, se ha propuesto
que la menor incidencia de obesidad en las poblaciones vegetarianas, secundaria a
un menor consumo calérico, puede retrasar la aparicién de la menarquia (Frisch y

McArthur, 1974) e influir sobre el estado hormonal durante el resto de la vida de
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los individuos (de Waard, 1979).

Aunque hay que tener‘en cuenta que la conformacién corporal juvenil se ha
obtenido con datos de los propietarios, lo que podria introducir cierto error, la
obesidad indicada por los propietarios de los casos ha sido significativamente
superior a la correspondiente a los controles, 1o que nos permite plantear que la
obesidad en la edad juvenil puede adelantar el comienzo de la madurez sexual asi
como el estado hormonal posterior, favoreciendo la carcinogénesis de los tumores
mamarios caninos.

Por otro lado, 1a obesidad un aio antes del diagnéstico ha sido significativamente
superior en los casos que en los controles. Algunos autores en medicina humana han
observado que la obesidad en las mujeres aduitas modifica los niveles y el
metabolismo de las hormonas sexuales femeninas, lo que puede inducir la
carcinogénesis mamaria (Bennett ¢ Ingram, 1990). Tal vez, estos mecanismos
puedan operar de igual forma en la carcinogénesis de los tumores mamarios en la
perra.

La obesidad fue mds frecuente en los casos que en los controles en el momento
del diagndstico, aunque no hemos encontrado una relacidén estadisticamente
significativa, atribuible, en parte, a la pérdida de peso observada por los propietarios

de algunos de los animales con un proceso tumoral avanzado.

En nuestto estudio, las perras con tumores mamarios consumen
significativamente mds comida casera que comercial en comparacién a las perras
controles sanas y a los dos grupos de animales controles de este estudio. Sin
embargo, las diferencias entre los casos y los controles enfermos no han sido
significativas.

Estos resultados deben tomarse con precaucion, ya que existen ciertos factores
que pueden haber influido de una u otra forma. El factor mds importante a tener en
cuenta es que en la mayoria de las perras, tanto casos como controles, cuyas dietas

eran fundamentalmente caseras, éstas eran desequilibradas en su composicion
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nutriiva. Principalmente dichos desequilibrios nutricionales son secundarios a la
proporcion elevada en estas dietas de sobras de comida y otros alimentos caseros.
La presencia de hdbitos nutricionales inadecuados se ha observado en algunos casos
y también en controles enfermos, debido muchas veces a la anorexia secundaria a
procesos crénicos que los propietarios intentan solventar proporcionando a las perras
alimentos de su gusto.

Astmismo, hemos tratado de investigar si las proporciones de macronutrientes
de las dietas caseras de nuestro estudio eran diferentes que las proporciones
comerciales. El contenido en grasa de las dietas comerciales se sitiia en el rango
adecuado para la especie canina, mientras que el correspondiente a las dietas caseras,
en bastantes casos, sobrepasaba el limite superior de este rango normal (> 40%).

Puesto que el contenido en grasa de las dietas comerciales es inferior al de las
dietas caseras, en animales con alimentacidon mixta (dietas casera/comercial), la
cantidad de energia (calorias) procedentes de la grasa se incrementa a medida que
se aumenta la proporcidn de comida casera ingerida.

Con respecto a 1a proporcién de carbohidratos y proteinas, las dietas caseras y
comerciales no difieren significativamente.

La elevada proporcién de grasa de las dietas caseras encontrada en nuestro
trabajo puede ser responsable de la relacién de este tipo de dietas con la mayor
incidencia de tumores, aunque otros factores nutricionales presentes en las dietas
caseras, puedan a su vez influir.

Nuestros resultados con respecto a las proteinas y a los carbohidratos son
similares a los obtenidos anteriormente en el Unico estudio realizado en la perra
(Sonneschein, 1991).

En la mujer, la influencia de los hidratos de carbono en la carcinogénesis y
progresion del cdncer de mama es todavia una incégnita. Ademds, el efecto
preventivo observado en algunos estudios (Carroll y Khor, 1975) estd bajo la
influencia de factores que introducen error, ya que los consumos elevados de
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hidratos de carbono se asocian a bajos consumos de grasa y viceversa (Ursin y col.,
1993).

La grasa es el macronutriente que mayor controversia ha creado con respecto a
su influencia en la carcinogénesis mamaria (capitulo I). En un estudio de revision
se describen y discuten los resultados de diversos estudios epidemioldgicos en los
que se ha observado una influencia de 1a grasa (Howe, 1992). Ademds en un estudio
ecoldgico reciente en el que se han empleado datos de varios paises, se ha
confirmado la citada relacién (Sasaki, 1993). Sin embargo, en dos importantes
estudios cohortes, no se ha encontrado una asociacidn significativa entre el consumo
de grasa y la incidencia de cdncer de mama (Willett, 1992; Graham y col., 1992).

En nuestro estudio, y en contra de los sefialado por Sonneschein y col. (1991),
el. porcentaje de calorias de la dieta procedentes de la grasa ha sido
significativamente superior en l0s casos que en los controles sanos. Sin embargo, al
comparar los porcentajes de grasa de las dietas de los casos con los de los controles
enfermos o con los de los dos grupos controles conjuntamente, las diferencias no
fueron significativas. Ello puede ser debido a que muchas de las dietas de los
controles enfermos eran desequilibradas en cuanto al contenido en nutrientes, al igual
que muchas de las dietas de los casos, como ya hemos comentado anteriormente,
mientras que las dietas de los animales sanos, en general eran equilibradas. Nuestros
resultados con respecto a la grasa, deberdn confirmarse en futuros estudios
epidemiolégicos, para establecer una relacion definitiva entre la grasa de la dieta y
el riesgo de TMC.

En cuanto a los grupos de alimentos, hemos observado que el consumo de carnes

L

del grupo denominado " carnes rojas”, constituido fundamentaimente por vacuno,
porcino, y en menor medida ovino y cabailar, es mayor y el de carne de aves (pollo)
es menor en los casos que en los controles. El consumo de frutas y verduras es
mayor en los controles sanos que en los casos, ainque la diferencia no resulté

significativa al comparar los casos con los dos grupos controles conjuntamente,
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Asimismo este consumo fue significativamente inferior en los casos con tumores
malignos que en los casos con displasias y tumores benignos. La ausencia de
trabajos similares en la especie canina nos conduce a discutir estos resultados con
las investigaciones en medicina humana. En estudios epidemiolégicos, el consumo
de determinados alimentos como camne de vaca y de cerdo (Lubin y col., 1981;
Hislop y col., 1986), carne en general (Hirayama, 1978; Vatten y Foss, 1990) asi
como salchichas, huevos y carne (Goodman y col., 1992) se ha relacionado de forma
directa con un mayor riesgo de cdncer de mama.

Asimismo, en la mayoria de estos estudios epidemiolégicos el consumo elevado
de frutas y verduras se ha visto asociado a una disminucién del riesgo de cdncer,
fundamentalmente de tumores epiteliales del tracto digestivo y respiratorio
(Steinmetz y Potter, 1991).

Conviene tener en cuenta que, segin un reciente estudio epidemiolégico las
dietas con bajo contenido en grasa van asociadas a un patrén dietético caracterizado
por un elevado contenido en vitamina C, hidratos de carbono, fibra, productos
avicolas, frutas y verduras, entre otros. Este hecho puede ser una fuente de error en
estudios en los que se investiga la asociacién de la grasa y el riesgo de cincer
(Ursin, 1993).

Nuestros resultados indican que el consumo de vitamina A, reflejado en los
niveles de retinol plasmético se asocia a un menor riesgo de cdncer mamario, lo que
coincide con los resultados de Basu y Sasmal (1988), Knekt y col. (1990),
Potischman y col. (1990) y Rigby y col (1992) en mujeres con cdncer de mama. Sin
embargo, no existen diferencias significativas en los niveles de selenio sérico entre
los casos y los controles, al igual que sefialan Meyer y Verreault (1987) y Overbad
y col (1991) y en contra de lo observado por Comstock y col. (1992).

En lo relativo al perfil de 4cidos grasos de la grasa subcutdnea, no parece que
el consumo de un determinado tipo de grasa influya de forma significativa en el
riesgo de tumores de mama, de forma similar a lo observado por London y col.

(1993) en medicina humana, No se observan diferencias significativas en el consumo
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de 4cidos grasos esenciales (n:3 y n:6). Asimismo no se observan diferencias en los
dcidos grasos sintetizados por el organismo (C 16:0 y C18:1). Unicamente el
consumo del dcido graso saturado C10 parece asociarse a una disminucidn en el
riesgo, aunque es posible el mayor consumo de productos licteos por parte de los
animales controles sea el responsable de esta diferencia significativa.

En definitiva, nuestros resultados indican que la obesidad en la etapa juvenil y
en la etapa adulta (un afio anterior al diagndstico) se asocia a un mayor riesgo de
presentacién de tumores mamarios en la perra. Por otro lado, el consumo de dietas
preparadas en casa se asocia de manera significativa a la incidencia de TMC en
comparacion con el de dietas comerciales. Ademds, el consumo elevado de alimentos
ricos en grasa y proteina animal como camnes de vacuno y porcino (ovino y caballar,
muy infrecuentemente) en comparacién con el consumo de carne de aves se asocia
a una mayor incidencia de estas neoplasias. El consumo escaso de alimentos ricos
en carotenoides, vitamina E y C, fibra y otros agentes potencialmente carcinégenos
como las frutas y verduras parece estar asociado a una mayor incidencia de tumores
de mama en la perra. Asimismo, los niveles de retinol en animales con TMC son
significativamente inferiores a los de animales controles. Los niveles séricos de
selenio y los diferentes tipos de 4cidos grasos del tejido adiposo no se asocian de
. manera significativa al riesgo de TMC. Todavia queda por comprobar si la relacion
entre la incidencia de tumores mamarios en la perra y los nutrientes estudiados, asi
como el consumo de determinados alimentos como carnes, frutas y verduras es una
relacién causal o no y si estos efectos son independientes o estdn relacionados entre

si.
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1.-

Conclusiones

La ulceracion de la piel, el tamafio tumoral y la adherencia a planos profundos

son indicadores clinicos de malignidad en los tumores mamarios caninos.

El andlisis del ADN con citometria de flujo ha revelado que: La incidencia de
aneuploidia es significativamente superior en los tumores malignos (48,5%) que
en las displasias y tumores benignos (14,3%). La heterogeneicidad en la ploidia

del ADN es del 19,5% y es independiente de Ia heterogeneicidad histoldgica.

La pérdida de material genético (hipoploidia) se ha producido en un 7,3% de las
neoplasias: En 5 de 33 tumores malignos (15,1%) y en 1 de de 49 displasias y
tumores benignos (2,0%).

El valor de la fraccién de fase S es mayor en tumores malignos (7,3%) que en
benignos (4,7 %), siendo esta diferencia significativa. En los tumores malignos,

la fraccién de fase S es mayor en aneuploides (8,2%) que en diploides (4,1%).

Los valores mas elevados de fraccién de fase S corresponden a tumores de alto
grado de malignidad histolégica. El valor de fraccién de fase S es
significativamente inferior en animales con estadio clinico local que en animales

con afectacién ganglionar,
La existencia de obesidad en la etapa juvenil y durante un periodo de un afio

anterior al diagndstico se relaciona con una mayor incidencia de neoplasias

mamarias en la especie canina.
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Conclusiones

El consumo de dietas caseras se¢ asocia a un aumento en la presentacién de
tumores mamarios caninos en comparacion con el consumo de dietas
comerciales. La ingestién de carnes de vacuno y porcino y el consumo escaso
de carne de aves estd en relacién con un incremento en la incidencia. La
ingestion elevada de grasa y reducida de frutas y verduras parece aumentar el

riesgo.

El andlisis del perfil de dcidos grasos del tejido adiposo subcutdneo asi como el
valor del selenio sérico, no revelan diferencias significativas entre los animales

control y los animales portadores de tumores mamarios.
Los animales con tumores mamarios presentan un nivel medio de retinol sérico

de 60 ug/dl, valor significativamente inferior a la media de retinol sérico de los

animales control (85 pg/dl).
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Resumen

En el presente trabajo se ha realizado un estudio sobre aspectos clinicos,
genéticos y nutricionales en 102 perras con tumores mamarios y 89 animales control.

El estudio clinico efectuado indica que ia ulceracién, el tamafo tumoral y la
adherecia a planos profundos son indicadores de malignidad.

El andlisis del ADN tumoral mediante citometria de flujo en 82 tumores, ha
revelado que la incidencia de aneuploidia es significativamente superior en ios
tumores malignos (48,5%) que en las displasias y tumores benignos (14,3%). La
heterogeneicidad en la ploidfa de! ADN es del 19,5% y es independiente de la
heterogeneicidad histolégica. Se ha observado hipoploidia en un 7,3% de las
neoplasias: En 5 de 33 tumores malignos (15,1%) y en 1 de de 49 displasias y
tumores benignos (2,0%). El valor de la fraccién de fase S (SPF) determinado en
72 tumores es mayor en tumores malignos (7,3%) que en benignos (4,7%), siendo
esta diferencia significativa en el grupo de tumores diploides y aneuploides
conjuntamente, aunque no en el grupo de diploides exclusivamente. En los tumores
malignos, la fraccidn de fase S es significativamente mayor en aneuploides (8,2 %)
que en diploides (4,1%). Los valores mds elevados de fraccién de fase S
corresponden a tumores de alto grado de malignidad histolégica de forma
estadisticamente significativa. El valor de fraccién de fase S es inferior en animales
con estadio clinico local (n=3) que en animales con afectacién ganglionar (n=19),

En este trabajo también se han investigado diversos aspectos relacionados con
la nutricién sefialdndose que, en 191 perras, la existencia de obesidad durante la
. etapa juvenil y durante un periodo de un afio anterior al diagndstico se relaciona con
una mayor incidencia de neopiasias mamarias. El consumo de dietas caseras se
asocia a un aumento en la presentacion de tumores mamarios caninos en
comparacién con el consumo de dietas comerciales. La ingestion de cames de
vacuno y porcino y el consumo escaso de carne de aves estd en relacion con un
incremento en la incidencia; asimismo, el consumo elevado de grasa y reducido de

frutas y verduras parece aumentar el riesgo de estas neoplasias.
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El andlisis del perfil de dcidos grasos del tejido adiposo subcutdneo en 81 perras,
asi como el valor de selenio sérico determinado en 115 animales no revelan
diferencias significativas entre los animales conirol y los animales portadores de
tumores mamarios.

Los animales con tumores mamarios {(n=24) presentan un nivel medio de retinol
de 60 ug/dl, valor significativamente inferior a la media de retinol sérico de los 26

animales control estudiados (85 ug/dl).
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Summary

[n the present study clinical aspects and the role of genetic and nutritional factors
on incidence of canine mammary tumours are investigated.

In the 102 dogs with spontaneous mammary tumours included in the study,
ulceration, size of tumor and adherence to underlying tissue were clinical indicators
of malignancy.

Flow cytometric analysis revealed that 7 of 49 dysplasias and benign tumours
(14.3%) and 16 of 33 primary malignant tumours (MT) (48.5%) had aneuploid G,
peaks, being the difference statistically significant. In several tumours (19,5%) there
was intra-tumoral heterogeneity in ploidy status that was independent of histological
heterogeneity. Hipoploid stemlines were found in 1 benign tumour and in § MT.

The SPF was significantly higher in 27 (7.3%) MT than in 45 (4.7%) dysplasias
and benign tumours when diploid and aneuploid cases were combined, but not when
only diploid cases were compared. Among primary MT the SPF was higher in
aneuploid than in diploid tumours (P < 0.05) and it was higher in 5 MT from 5
dogs with regional disease than in 22 MT from 19 dogs with local disease. The SPF
was positively correlated with histological malignancy grade.

Several dietary and nutritional factors have been investigated in 191 female dogs.
Obesity at one year of age and one year before diagnosis is significantly related to
a higher incidence of canine mammary tumours. The intake of home-made meals

"compared to the intake of commercial foods, is significantly refated to a higher
incidence of CMT.

The intake of meat, especially beef and pork and the low intake of chicken is
asociated to the incidence of canine mammary tumours. A high fat intake and a low
proportion of vegetables in the diet seems to be related to the risk of canime
mammary tumours.

The subcutaneous fatty acid profile in 81 dogs have not showed any significant
difference between cases and controls. Serum selenium levels in 115 dogs were not
significantly different between cases and controls. Serum retinol levels were

significantly lower in cases (n=24, 60 ug/dl) than in controls (n=26, 85 ng/dl).
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