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RESUMEN

La técnica de inmunohistoquímica descrita por Walker y col.
(1998) y Mote y col. (2001) es de utilidad para la determina-
ción de receptores de estrógenos y de progesterona en tumo-
res mamarios de la hembra canina. Existe bastante controver-
sia respecto al porcentaje de receptores de estrógenos y de
progesterona, con valor pronóstico o predictivo en tumores
malignos caninos debido, muy probablemente, a la falta de
uniformidad en criterios de inclusión de los casos en los estu-
dios realizados. El presente trabajo se realizó en una pobla-
ción de 51 perras. Los tumores fueron escindidos quirúrgica-
mente mediante mastectomía de las glándulas afectadas. Para
la determinación de receptores hormonales, se analizó la
muestra con mayores características histológicas de maligni-
dad de cada animal. Se contabilizó el porcentaje de células tu-
morales positivas para cada uno de los receptores (receptor
de estrógeno alfa, receptor de estrógeno beta y receptores de
progesterona) en los distintos estadios clínicos (I, II, II, IV). Se
consideró positivo todo corte � 20% de células tumorales po-
sitivas para cada uno de los receptores. Se realizó una esta-
dística descriptiva (media y error estándar) con los animales
positivos para cada uno de los receptores en los distintos esta-
dios clínicos. En línea con reportes de otros autores, más de la
mitad de caninos portadores de tumores mamarios malignos
expresaron receptores de estrógenos y de progesterona. Co-
nociendo que el comportamiento biológico de una neoplasia

varía con el estadio clínico del paciente, resulta interesante es-
tudiar la expresión de los receptores en cada uno de éstos, en
animales con neoplasias mamarias malignas. Adicionalmente,
a este objetivo incluye la puesta a punto la de técnica de inmu-
nohistoquímica para la determinación de receptores hormona-
les en la especie.

Palabras clave: Inmunohistoquímica, receptores de estróge-
nos, receptores de progesterona, tumores
mamarios, caninos.

ABSTRACT

Immunohistochemical technique described by Walker et al.
1998 and Mote et al. 2001 is useful for the determination of es-
trogen and progesterone receptors in canine mammary tu-
mors. There is considerable controversy regarding the percen-
tage of estrogen and progesterone receptors that having prog-
nostic or predictive value in malignant tumors in dogs because,
most likely, the lack of uniform criteria for inclusion of cases.
This study was conducted in a population of 51 female dogs.
The tumors were surgically treated by mastectomy of the affec-
ted glands. For the determination of hormone receptors, the
sample analyzed was showed higher histological malignancy
features of each animal. It was counted the percentage of tu-
mor cells positive for each of the receptors (estrogen receptor
alpha, estrogen receptor beta and progesterone receptor) in
animals in various clinical stages (I, II, III, IV). It was conside-
red positive cut-off � 20% tumor cells positive for each of the
recipients. It was conducted a descriptive statistics (mean and
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standard error) which positive animals for each of the receptors
in different clinical stages. In line with reports of other authors,
more than half of canine carriers of malignant mammary tu-
mors expressed estrogen and progesterone receptors.
Knowing that the biological behavior of cancer varies with the
clinical stage of the animal, objective was to study the expres-
sion of receptors in each of the clinical stages in animals with
malignant mammary tumors. Additionally, this includes the pre-
paration of the immunohistochemical technique for the determi-
nation of hormone receptors in this species.

Key words: Immunohistochemical, estrogen receptors, pro-
gesterone receptors, mammary tumors, canine

INTRODUCCIÓN

Las coloraciones especiales, y en particular las técnicas
inmunohistoquímicas (IHQ), introducen datos auxiliares que
complementan y enriquecen las observaciones morfohistológi-
cas. La técnica de inmunohistoquímica descrita por Walker y
col. [29] y Mote y col. [17], son de utilidad para la determina-
ción de receptores de estrógenos (RE) y de progesterona (RP)
en tumores mamarios de la hembra canina [5-7, 11].

Existe bastante controversia con respecto al porcentaje
de RE y RP que tengan valor pronóstico y/o predictivo en tu-
mores malignos caninos, muy probablemente, por la falta de
uniformidad en criterios de inclusión de los casos. Así, para el
caso del receptor de estrógeno alfa (RE-�), algunos estudios
demuestran que el porcentaje de tumores que los expresan es
alto [15, 18, 27], medio [5, 9] o bajo [8, 11]. Para el receptor de
estrógeno beta (RE-�), también se encuentran datos dispares
[6, 11]. Particularmente para los RP, algunos autores también
hallaron una elevada expresión [28], y otros lo contrario [5, 15].

Existen trabajos sobre la aplicación de técnicas IHQ
para la identificación de receptores en tumores mamarios cani-
nos malignos y benignos en forma conjunta [5, 18]; malignos y
benignos en forma separada [5, 6, 15, 18, 28] y otros que
abordan únicamente los malignos [11]. No obstante, se desco-
noce la existencia de algún reporte en el que se describa la
presencia de receptores en cada uno de los estadios clínicos
del paciente. El conocimiento de la expresión de receptores en
los distintos estadios clínicos del cáncer mamario canino,
aportará indudablemente, un verdadero avance en la búsque-
da del punto de corte con valor pronóstico y predictivo en IHQ
de RH en neoplasias mamarias caninas.

Conociendo que el comportamiento biológico de una
neoplasia varía con el estadio clínico del paciente, resulta inte-
resante estudiar la expresión de los receptores en cada uno de
los estadios clínicos de los animales con cáncer mamario. Adi-
cionalmente, a este objetivo, se incluye la actualización de la
técnica de IHQ para la determinación de receptores hormona-
les en la especie.

MATERIALES Y MÉTODOS

Animales

El estudio se realizó en una población de 51 perras (Ca-

nis familiaris) mestizas y de raza, de 8 y 15 años y de 5 a 40
kilos, enteras, que fueron atendidas durante los años 2005 y
2006 (FIGS. 1-3) con neoplasias mamarias malignas (adeno-
carcinomas mamarios-biopsia diferida) en estadios I, II, III o IV
[24].

Mastectomía

Las perras se premedicaron con sulfato de atropina
(0,045 mg/kg, SC), maleato de acepromazina (0,03 mg/kg,
SC) y butorfanol 0,2 mg/kg, IM). La anestesia se indujo con tio-
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FIGURA 2. TUMOR DE MAMA ÚNICO DE 13 cm DE DIÁME-
TRO, ESTADIO CLÍNICO IV, ANTES DE LA MASTECTOMÍA
/ SINGLE, 13 cm MAMMARY TUMOR, CLINICAL STAGE IV, BEFORE

MASTECTOMY.

FIGURA 1. TUMOR DE MAMA ÚNICO DE 16 cm DE DIÁME-
TRO, ESTADIO CLÍNICO III, ANTES DE LA MASTECTOMÍA
/ SINGLE, 16 cm MAMMARY TUMOR, CLINICAL STAGE III, BEFORE

MASTECTOMY.



pental sódico (8 mg/kg, IV) en todos los animales. Luego de la
intubación endotraqueal, la anestesia se mantuvo con halota-
no y oxigeno, por medio de un circuito cerrado (DRE Integra
SP VSO 2, Dremed, Louisville KY, EUA). Los tumores fueron
escindidos quirúrgicamente mediante mastectomía de las
glándulas afectadas. También se eliminaron las mamas ipsila-
terales craneal y caudal respecto a la mama afectada. Los
ganglios linfáticos fueron escindidos cuando a la palpación de-
notaban adenomegalia [21, 30].

Estudio histopatológico

En cada hembra se eligió un fragmento representativo
del tumor mamario que macroscópicamente evidenciaba ma-
yor malignidad y se fijó en formol al 10% en buffer fosfato sali-
no (PBS), luego se impregnó en parafina, seccionó cada 5 µm
y tiñó con hematoxilina y eosina utilizando los procedimientos
de rutina. El diagnóstico histopatológico se realizó de acuerdo
a la clasificación histopatológica de Misdorp y col. [16].

Determinación de receptores hormonales

Para la determinación de receptores hormonales, se
analizó la muestra con mayores características histológicas de
malignidad de cada animal. Como controles positivos se utili-
zaron cortes histológicos de glándula mamaria canina, útero y
placenta. Se desparafinaron los tejidos dejando las secciones
histológicas por 30 minutos en xilol. La hidratación del tejido se
realizó por pasajes sucesivos en alcoholes de graduación de-
creciente, 100º (dos pasajes), 96º, 80º, 50º, 40º. Luego se la-
varon 3 veces en agua destilada. La actividad de la peroxidasa
endógena fue inhibida con solución de peróxido de hidróge-
no/agua al 10% por 20 minutos. Luego se lavaron nuevamente
3 veces con PBS. El bloqueo de la adherencia inespecífica se

realizó mediante la incubación con suero fetal bovino al 10%
en PBS durante 60 minutos.

La incubación se realizó a temperatura ambiente y en
cámara húmeda a 4°C (Tropical FVG 12 P, Eslabón de Lujo,
Whirlpool, Argentina). Luego se incubó con el anticuerpo pri-
mario correspondiente en cada caso, a una dilución 1/100
(MC-20, Santa Cruz Biotechnology, Inc. Santa Cruz CA., EUA
para RE alfa; Y-19, Santa Cruz Biotechnology, Inc. Santa Cruz
CA., EUA para RE beta; C-20 Santa Cruz Biotechnology, Inc.
Santa Cruz CA., EUA). Tras 24 horas de incubación, se reali-
zaron tres lavados con PBS. Se incubó con el anticuerpo se-
cundario correspondiente, diluido 1/100 durante 1 hora a tem-
peratura ambiente (Anti-rabbit BA-1000, Vector Laboratorios,
INC., Bullingame, CA, EUA., para MC-20 y C-20; anti-goat 81-
1640, Zymed, San Francisco, CA, EUA para Y-19). A los con-
troles negativos se los incubó con PBS. Se lavó nuevamente 3
veces con PBS. Se incubó con el complejo avidina biotina con-
jugado a peroxidasa durante 30 minutos en cámara húmeda y
a temperatura ambiente (Vectastain ABC Kit, Vector Laborato-
rios, INC., Bullingame, CA, EUA). Se realizaron, luego, los últi-
mos 3 lavados con PBS. Para el revelado se utilizó una solu-
ción de 3-3´diaminobencidina (DAB 1 mg/mL) y peróxido de hi-
drógeno, bajo control microscópico [4].

El contraste de los preparados se realizó con hematoxili-
na al 50%. Para la coloración se utilizó un tiempo estándar de
20 segundos aproximadamente, y luego la hematoxilina fue vi-
rada en agua corriente. La deshidratación de los tejidos, para
su posterior montaje, se realizó con pasajes por alcoholes cre-
cientes y xilol. Para el montado de las secciones se utilizó bál-
samo de Canadá. Se contaron de 8 a 10 campos representati-
vos a 100X. Se calculó el porcentaje contando los núcleos po-
sitivos (marrones) y negativos de aproximadamente mil células
neoplásicas [18, 29]. La valoración de la marcación nuclear de
ER y PR fue solamente restringida a las células tumorales epi-
teliales, pero no a las mioepiteliales o mesenquimáticas
(FIGS. 4-11).

Análisis estadístico

Se contabilizó el porcentaje de células tumorales positi-
vas para cada uno de los receptores (RE-�, RE-� y de RP) en
los distintos estadios clínicos (I, II, II, IV). Se consideró positivo
todo corte � 20% de células tumorales positivas para cada
uno de los receptores [2, 3]. Se realizó una estadística descrip-
tiva (media y error estándar) con los animales positivos para
cada uno de los receptores en los distintos estadios clínicos.

RESULTADOS Y DISCUSIÓN

El conteo del porcentaje de células tumorales positivas
para RE-�, RE-� y RP fue de 37,25% (19/51); 62, 75% (32/51)
y 23, 53% (12/51), respectivamente (FIG. 12). La presencia si-
multánea de RE (� y �) y RP ocurrió solamente en una perra
(en estadio III). La presencia de RE-� y RP ocurrió en 3 hem-
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FIGURA 3. TUMORES DE MAMA MÚLTIPLES EN ESTADIO
CLÍNICO III, ANTES DE LA MASTECTOMÍA. EL TUMOR DE
MAYOR TAMAÑO PRESENTABA DE 7 cm DE DIÁMETRO /
MULTIPLE, STAGE III MAMMARY TUMORS, BEFORE MASTECTOMY.

THE LARGER TUMOR DIAMETER WAS 7 cm.
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FIGURA 7. TINCIÓN INMUNOHISTOQUÍMICA DE UNA
MUESTRA DE UN TUMOR MAMARIO MALIGNO CON ANTI-
CUERPO Y-19 (RE-�) - CONTROL NEGATIVO (20 X) / IMMU-

NOHISTOCHEMICAL STAINING OF A SAMPLE OF A MALIGNANT

MAMMARY TUMOR WITH ANTIBODY Y-19 (RE-�) - NEGATIVE CON-

TROL (20 X).

FIGURA 6. TINCIÓN INMUNOHISTOQUIMICA DE UNA
MUESTRA DE UN TUMOR MAMARIO MALIGNO CON ANTI-
CUERPO Y-19 (RE-�) - MUESTRA POSITIVA. LAS FLE-
CHAS PEQUEÑAS INDICAN COMO ADEMAS DE LA TIN-
CIÓN NUCLEAR TAMBIÉN SE OBSERVA TINCIÓN DEL
ESTROMA (20 X) / IMMUNOHISTOCHEMICAL STAINING OF A

SAMPLE OF A MALIGNANT MAMMARY TUMOR WITH ANTIBODY Y-19

(RE-�) - POSITIVE SAMPLES. THE ARROWS INDICATE HOW SMALL

ADDITION OF NUCLEAR STAINING WAS ALSO OBSERVED STRO-

MAL TISSUE (20 X).

FIGURA 4. TINCIÓN INMUNOHISTOQUÍMICA DE UNA
MUESTRA DE UN TUMOR MAMARIO MALIGNO CON ANTI-
CUERPO MC-20 (RE-�), MUESTRA POSITIVA. FLECHA PE-
QUEÑA: TINCIÓN NUCLEAR DÉBIL (+), FLECHA MEDIA-
NA: TINCIÓN NUCLEAR MODERADA (+), FLECHA GRAN-
DE: MUESTRA UN GRUPO DE 5-6 CÉLULAS CON TINCIÓN
NUCLEAR FUERTE (+) (20 X) / IMMUNOHISTOCHEMICAL STAI-

NING OF A SAMPLE OF A MALIGNANT MAMMARY TUMOR WITH AN-

TIBODY MC-20 (RE-�) - POSITIVE SAMPLES. SMALL ARROWS: WEAK

NUCLEAR STAIN (+), MEDIUM ARROW: MODERATE NUCLEAR STAIN

(+), LARGE ARROW: SAMPLE OF A GROUP OF 5-6 CELL WITH

STRONG NUCLEAR STAIN (+) (20 X).

FIGURA 5. TINCIÓN INMUNOHISTOQUÍMICA DE UNA
MUESTRA DE UN TUMOR MAMARIO MALIGNO CON ANTI-
CUERPO MC-20 (RE-�) - CONTROL NEGATIVO (20 X) /
IMMUNOHISTOCHEMICAL STAINING OF A SAMPLE OF A MALIGNANT

MAMMARY TUMOR WITH ANTIBODY MC-20 (RE-�) - NEGATIVE CON-

TROL (20 X).



249

_______________________________________________________________Revista Científica, FCV-LUZ / Vol. XX, Nº 3, 245 - 253, 2010

FIGURA 11. TINCIÓN INMUNOHISTOQUÍMICA DE UNA
MUESTRA DE UN TUMOR MAMARIO MALIGNO CON ANTI-
CUERPO C-20 (RP) - CONTROL NEGATIVO (40 X) / IMMU-

NOHISTOCHEMICAL STAINING OF A SAMPLE OF A MALIGNANT

MAMMARY TUMOR WITH ANTIBODY C-20 (RP) - NEGATIVE CONTROL

(40 X).

FIGURA 10. TINCIÓN INMUNOHISTOQUÍMICA DE UNA
MUESTRA DE UN TUMOR MAMARIO MALIGNO CON ANTI-
CUERPO C-20 (RP), MUESTRA POSITIVA. FLECHA BLAN-
CA: NO SE OBSERVA TINCIÓN NUCLEAR (-), FLECHA ME-
DIANA: TINCIÓN NUCLEAR MODERADA (+), FLECHA
GRANDE: TINCIÓN NUCLEAR FUERTE (+) (40 X) / IMMU-

NOHISTOCHEMICAL STAINING OF A SAMPLE OF A MALIGNANT

MAMMARY TUMOR WITH ANTIBODY C-20 (PR) - POSITIVE SAMPLES.

WHITE ARROW: THERE WAS NO NUCLEAR STAINING (–), MEDIUM

ARROW: MODERATE NUCLEAR STAIN (+) LARGE ARROW: STRONG

NUCLEAR STAIN (+) (40 X).

FIGURA 8. TINCIÓN INMUNOHISTOQUÍMICA DE UNA
MUESTRA DE UN TUMOR MAMARIO MALIGNO CON ANTI-
CUERPO Y-19 (RE-�) - MUESTRA POSITIVA. FLECHAS PE-
QUEÑAS: MUESTRAN TINCIÓN DEL ESTROMA A MAYOR
AUMENTO (RESPECTO A LA FIGURA 6), FLECHA MEDIA-
NA: TINCIÓN NUCLEAR MODERADA (+), FLECHA GRAN-
DE: MUESTRA 2 CELULAS CON TINCIÓN NUCLEAR
FUERTE (+) (20 X) / IMMUNOHISTOCHEMICAL STAINING OF A

SAMPLE OF A MALIGNANT MAMMARY TUMOR WITH ANTIBODY Y-19

(RE-�) - POSITIVE SAMPLES. SMALL ARROWS: STROMAL STAINING

SHOW TO MAYOR INCREASE (WITH RESPECT TO FIGURE 6), ME-

DIUM ARROW: MODERATE NUCLEAR STAIN (+), LARGE ARROW:

SAMPLE 2 CELL WITH STRONG NUCLEAR STAIN (+) (20 X).

FIGURA 9. TINCIÓN INMUNOHISTOQUÍMICA DE UNA
MUESTRA DE UN TUMOR MAMARIO MALIGNO CON ANTI-
CUERPO Y-19 (RE-�) - MUESTRA POSITIVA. FLECHA
BLANCA: NO SE OBSERVA TINCIÓN NUCLEAR (–), FLE-
CHAS PEQUEÑAS: MUESTRAN TINCIÓN DEL ESTROMA A
MAYOR AUMENTO (RESPECTO A LA FIGURA 8), FLECHA
MEDIANA: TINCIÓN NUCLEAR MODERADA (+), FLECHA
GRANDE: TINCIÓN NUCLEAR FUERTE (+) (40 X) / IMMU-

NOHISTOCHEMICAL STAINING OF A SAMPLE OF A MALIGNANT

MAMMARY TUMOR WITH ANTIBODY Y-19 (RE-�) - POSITIVE SAMPLES.

WHITE ARROW: THERE WAS NO NUCLEAR STAINING (–), SMALL

ARROWS: STROMAL STAINING SHOW TO MAYOR INCREASE (WITH

RESPECT TO FIGURE 8) MEDIUM ARROW: MODERATE NUCLEAR

STAIN (+) LARGE ARROW: STRONG NUCLEAR STAIN (+) (40 X).



bras (en estadio III). La presencia de RE-� y RP ocurrió en 7
perras (1 en estadio I; 2 en II y 4 en estadio III). Ambos RE
aparecieron en 11 hembras (1 en estadio I; 8 en III y 2 en IV),
mientras que 19 y 32 de los 51 animales presentaron única-
mente RE-�, RE-�, respectivamente.

De los 51 casos estudiados, los identificados como 7, 6,
28, y 10 fueron clasificados como en estadio clínico I, II, III y
IV, respectivamente (FIG. 13).

Cuando se estudiaron los casos en estadio clínico I, ex-
clusivamente 1/7; 3/7 y 1/7 resultaron positivos a RE-�; RE-� y
RP, respectivamente (FIG. 14). La media ± error estándar del
porcentaje de receptores que presentaron estos tumores fue
de 60 ± 0; 75 ± 6,6 y 75 ± 0 para RE-�; RE-� y RP, respectiva-
mente.

En los casos en estadio clínico II, exclusivamente 0/6;
4/6 y 2/6 resultaron positivos a RE-�; RE-� y RP, respectiva-
mente (FIG. 15). La media ± SEM del porcentaje de receptores
que presentaron estos tumores fue de 0 ± 0; 53,8 ± 12,5 y 48,5
± 26,5 para RE-�; RE-� y RP, respectivamente.

Cuando se describieron las hembras en estadio clínico
III, exclusivamente 13/28; 19/28 y 7/28 resultaron positivos a
los receptores para RE-�; RE-� y RP, respectivamente
(FIG. 16). La media ± SEM del porcentaje de receptores que
presentaron estos tumores fue de 48,3 ± 5,6; 57,1 ± 6,3 y 43,6
± 8,6 para RE-�; RE-� y RP, respectivamente.

Tres de 10, 5/10 y 1/10 de las perras en estadio clínico
IV resultaron positivas a RE-�; RE-� y RP, respectivamente
(FIG. 17). La media ± SEM del porcentaje de receptores que
presentaron estos tumores fue de 37,4 ± 9,2; 57,4 ± 13,2 y 60
± 0 para RE-�; RE-� y RP, respectivamente.

En línea con reportes previos, más de la mitad de cani-
nos portadores de tumores mamarios malignos expresaron RE
y/o RP [5, 15, 18, 28]. Este hallazgo justificaría la investigación
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de antagonistas con actividad adyuvante o neoadjuvante para
esta enfermedad.

Un hallazgo adicional digno de ser destacado es que,
más de la mitad de las pacientes que fueron traídas a la con-
sulta se encontraban en estadio clínico III y una menor propor-
ción de casos llegaron en estadios inferiores (I, II) o muy avan-
zados (IV). Los estadios I y II suelen tener una sobrevida libre
de enfermedad (SLE) y una sobrevida general (SG) prolonga-
da luego de tratamiento quirúrgico. Por su parte, los pacientes
avanzados en estadio IV, tendrían menores SLE y SG aún re-
cibiendo una terapia adyuvante. Esto identifica, al estadio clíni-
co III, como grupo prioritario para la incorporación de nuevas
propuestas antihormonales a fin de prolongar la SLE y SG.

Llama particularmente la atención la elevada expresión
de RE-� en todos los estadios. Si bien no hay unanimidad res-
pecto a la funcionalidad de RE-� en el cáncer mamario huma-
no ni canino, prevalecen los trabajos que demuestran que
RE-� tendría un papel positivo con respecto al pronóstico de la
enfermedad [6, 10, 22, 23, 26]. Actualmente, drogas con activi-
dad agonista están siendo estudiadas para este blanco mole-
cular con expectativas de modular su proliferación en la glán-
dula mamaria, especialmente en estrategias de quimiopreven-
ción (genisteina, TAS-108) [1, 12-14, 19, 20, 25].

CONCLUSIONES E IMPLICACIONES

En base a los resultados obtenidos en este trabajo preli-
minar se concluye que los RE-�; RE-� y RP están expresados
en los cuatro estadios clínicos de pacientes con neoplasias
mamarias malignas caninas.

La oncología clínica veterinaria y la oncología compara-
da, es un campo de estudio que ha realizado un rápido creci-

miento en los últimos tiempos. Una gran cantidad de proyectos
y programas se han desarrollado en este tiempo, permitiendo
distribuir y difundir la experiencia a la clínica veterinaria, a la
investigación, a la industria farmacéutica y al ambiente acadé-
mico. A través del estudio y tratamiento de los animales do-
mésticos (o mascotas) con cáncer, los veterinarios pueden es-
peranzadamente ayudar, tanto a mascotas afligidas con esta
enfermedad como a la investigación y desarrollo de fármacos
para tratamientos del cáncer humano.
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