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RESUMEN
EVALUACION DE LOS EFECTOS DE UN ANTIPROGESTAGENO EN
LA GLANDULA MAMARIA Y EN LA SOBREVIDA DE PACIENTES

CANINOS CON NEOPLASIAS MAMARIAS

La progesterona desempena un papel importante en el desarrollo de las glandulas
mamarias del canino; los efectos son mediados por receptores especificos, y la
exposicion prolongada de altas concentraciones durante el ciclo sexual en la hembra
canina produce alta proliferacion celular. En este estudio se evaluo el efecto del
antagonista del receptor de progesterona aglepristone (AGLE) sobre el tejido
mamario de 20 hembras caninas, sin signos clinicos de enfermedad, en fase luteal.
Los animales fueron separados en grupos AGLE (n=10) y PLA (n=10). Utilizando
inmunohistoquimica (IHQ) se cuantific6 la expresion de receptores de progesterona
(RP) y las células en proliferacion utilizando el biomarcador Ki67. Se evaluo
también el efecto del tratamiento del antagonista del receptor de progesterona
AGLE en el periodo libre de enfermedad (SLE) y la supervivencia general (SG) de
20 perras con carcinomas mamarios en estadio I, II y III que fueron distribuidas
aleatoriamente en dos grupos, AGLE y PLA. Las pacientes recibieron una dosis de
10 mg/kg via subcutdnea de AGLE o PLA inmediatamente después de la cirugia
citorreductiva, repitiendo la misma dosis a los 15, 30, 45 y 60 dias y posteriormente
1 dosis de 10 mg/kg via subcutanea luego de cada celo durante 12 meses. Las
muestras neoplasicas fueron clasificadas y se realiz6 el seguimiento clinico
durante 900 dias. En el tejido mamario normal se observé una disminucion

significativa en la expresion de los RP y del Ki67 del grupo tratado comparado con



el grupo control. El tratamiento con aglepristone aumento6 la SLEy SG de animales
con tumores. Aunque se necesitan mas estudios, la evidencia actual sefiala que el
tratamiento con aglepristone es util como coadyuvante para el tratamiento de los

tumores mamarios caninos grado I, II y III.

Palabras claves: tumor mamario, receptor de progesterona, aglepristone, Ki 67.



SUMMARY
EVALUATION OF THE EFFECTS OF AGLEPRISTONE ON MAMMARY
GLAND AND ON SURVIVAL OF CANINE PATIENTS WITH MAMMARY

TUMORS

Progesterone plays an important role in the development of the mammary glands in
the canine. The effects of the progesterone are mediated by specific receptors, and
prolonged exposure of high concentrations during the sexual cycle nthe canine
female can increase cell proliferation. In this study, we evaluated the effect of the
aglepristone, a progesterone receptor antagonist, in the mammary tissue of 20
canine females without clinical signs of tumors of the mammary gland (TMGQG), in
luteal phase. Animals were separated into two groups either receiving aglepristone
(AGLE; n = 10) or placebo (control group, PLA; n = 10). Using
immunohistochemistry (IHC), we quantified the expression of the progesterone
receptor (PR) and cell proliferation using Ki67 biomarker. In addition, we measured
the effect of the treatment in correlation with disease-free survival (DSF) and
overall survival (OS) of 20 canine females. Tumors were sub-classified into stage
I, IT and III mammary carcinomas,and then animals were distributed randomly
between the two groups, AGLE and PLA. The patients received a dose of 10 mg/kg
subcutaneously of either aglepristone or placebo immediately after cytoreductive
surgery was performed. The same dose was repeated at 15, 30, 45 and 60 days, and
then 1 dose after each heat during 12 months. Neoplasms were classified and
clinical follow-up was performed for 900 days. In normal mammary tissue,

a significant decrease in the expression of the PR and Ki67 was observed in the



AGLE treated group compared to the placebo control. Overall, aglepristone
treatment increased the DFS and OS of the animals after surgery. Although
additional studies are needed, current evidence indicates that aglepristone adjunct
treatment shows measurable benefits in canine patients diagnosed with mammary

tumors grade 1, IT and III.

Key words: mammary tumor, progesterone receptor, aglepristone, Ki 67.



INTRODUCCION

Glandula mamaria

La glandula mamaria es un 6rgano que se desarrolla a partir de dos hojas
embrionarias. El ectodermo, que origina las porciones secretoras, conductos y el
mesodermo somatico que se diferencia en tejido conectivo y adiposo (Camargo y
Olivera, 2007).

La unidad ducto-alveolar de la glandula mamaria estd constituida por células
mioepiteliales que forman la capa basal de conductos y alveolos, células epiteliales
ductales forman los conductos y cé€lulas epiteliales alveolares. Es probable que este
conjunto celular se genere a través de células madres que tienen la capacidad de
autorenovacion para estos tres linajes celulares (Liu, 2005 y col.).

Los alvéolos, conductos y estroma forman el lobulillo y estos se agrupan en
l6bulos. El sistema de conductos comienza con un conducto intralobulillar que
drena en el conducto lobular, este conducto drena en el conducto galactoforo
lobular, el cual es el conducto excretor primario para cada 16bulo (Delman; 1993).
Cada mama tiene entre 7 y 16 aberturas de conductos, cada conducto eventualmente
forma un l6bulo en la glandula adulta y actia como una unidad funcional
independiente dentro de la glandula (Sorenmo y col., 2011).

Las hormonas esteroideas desempefian un papel importante en el desarrollo de los
5 pares de glandulas mamarias que posee la especie canina, dispuestos en cadenas
paralelas (ocasionalmente 4 o 6 pares), siendo esenciales durante la etapa
embrionaria, la pubertad y durante la actividad ovérica ciclica. Los niveles séricos

de la progesterona se elevan durante el diestro, en fase lutea del ciclo estral y



durante toda la gestacion canina (Hennighausen y Robinson, 2005).

La fase lutea de las perras dura de 60 a 90 dias cuando los valores séricos de
progesterona pueden alcanzar hasta 80 pg/ml (Concannon, 1983); en este periodo
hay un crecimiento complementario de los conductos y un notable desarrollo
l6bulo-alveolar por accién de la progesterona del mismo modo que se produce
durante la gestacion (Prieto Ocejo, 1995).

En estudios realizados en humanos observaron que después de cada lactanciala
glandula mamaria involuciona. Como parte de este cambio, la mayor parte de las
c€lulas alveolares mueren, para ser sustituidas, mediante la estimulacion de factores
de crecimiento sobre las poblaciones de células madre y progenitoras de las glandulas
mamarias normales en la siguiente lactancia (Hennighausen y Robinson, 2005;
Schramek, 2010).

La progesterona actia en el epitelio mamario sobre receptores de alta afinidad,
especifica y saturable (Clark y Mani, 1994) su sintesis depende de los estrégenos
(Jacobsen y Horwitz, 2012). Se ha identificado el papel de la progesterona en el
control de la cantidad y la funcién de las poblaciones de células madre y
progenitoras en las glandulas mamarias normales y neoplasicas (Axlund y Sartorius,
2012).

Los receptores de estrogenos (RE) y receptores de progesterona (RP) pertenecen a
la superfamilia de receptores nucleares, los subtipos de RE (Rea, REP) provienen de
diferentes genes, no asi los de progesterona (RPA, RPB) que lo hacen de un solo gen

(Aupperlee y col., 2005).

En la mama normal, la proporcion de REo/REB y RPA/RPB varia segtin el estado

hormonal y el periodo del desarrollo. En estudios realizado en ratones la isoforma



A se expreso en la glandula mamaria de hembras virgenes inmaduras adultas,
mientras que, en la prefiez, se incremento la expresion de la isoforma B y la A
disminuy6 (Aupperlee y col., 2005).

La ubicaciéon de REa y RP fue evidenciada por inmunohistoquimica en tejido
conectivo, epitelio alveolar y de conductos en la glandula mamaria normal de perra
(Millanta y col., 2005) y se observo una variacion en la localizacion e intensidad de
la inmunomarcacion de los receptores en los compartimentos en distintos estadios
del ciclo reproductivo en la perra. Esto sugiere que los tejidos epiteliales y conectivo
son blanco de accidon de las hormonas esteroides ovaricas (Della Cella Pérez, 2014).
Otros autores evidenciaron la inmunomarcacion en el nlcleo de las células
epiteliales y mioepiteliales, excepto en las del estroma, con intensidad homogénea
en las c€lulas de un mismo 16bulo, pero no asi de un l6bulo aotro de la misma
muestra (Illera y col., 2006).

Se ha demostrado que Ki 67 es una proteina nuclear no histonica heterodimérica,
que contribuye a la condensacion de cromosomas, y esta involucrada en la
fragmentacion de la envoltura nuclear. La proteina Ki 67 no se expresa en células
inactivas o en reposo en la fase celular GO (Colozza y col., 2005) se expresa
exclusivamente en células en proliferacion (Gerdes y col., 1983) desde la fase
celular G1 tardio, con accion en los primeros procesos de la sintesis de ARNr y con
un pico de concentracion en la mitosis que cesa inmediatamente después por su
corta vida media (Bullwinkel, 2006). Los anticuerpos que marcan la expresion de
esta proteina son utilizados con valor pronostico en el cancer humano (Khan,
2013).

El aglepristone (RU534) es un antiprogestdgeno aprobado para uso veterinario



(Galac y col., 2004) que se une al RP con una alta afinidad al receptor especifico y
con menor afinidad al receptor de glucocorticoide (RG) (Polisca y col., 2010). Se
ha estudiado el efecto del aglepristone en la glandula mamaria normal de hembras
caninas en fase lutea (progesterona sérica mayor a 2 pg/ml) en un nimero pequeiio
de animales y se observo que disminuyd tanto la expresion delos RP como la

tasa de proliferacion expresada por el marcador nuclear Ki-67 (Torres , 2009).

Neoplasias mamarias

La incidencia de tumores de glandulas mamarias (TGM) en las hembras caninas es
del 1,5 % al 3,4 % (Moe y col., 2001; Richards y col., 2001). Se presentan, con
mayor frecuencia, en perras de edad media a avanzada con una media de 9,6 + 2,8
anos, (Chang y col., 2005; Sorenmo y col., 2009; 2011; Im y col., 2014). Dado que
el curso es cronico, al aumentar la longevidad también aumenta el riesgo de
padecer cancer (Cooley y col., 2003; Withrow, 2007; O'neill y col., 2013; Waters y
col., 2014).

Sorenmo y col. (2009) reportan que aproximadamente el 70 % de las perras con
TGM presentan mas de una masa tumoral, si bien pueden afectar a cualquier mama,
la mayoria ocurre en las glandulas abdominales caudales e inguinales (Lana y col.,
2007; Diessler y col., 2017).

La frecuencia en la presentacion de los TGM malignos es discordante, estan
comprendidos entre un 30 y un 93 % (Dobson y col., 2002; Misdorp, 2002;

Sorenmo, 2003; Egenvall. y col., 2005; Merlo y col., 2008).

Cuando las pacientes portadoras de TGM son llevadas a la consulta veterinaria se

las estadifica clinicamente tomando en cuenta el tamafio tumoral, el estado de los



linfonodulos regionales y la presencia de metastasis a distancia, denominando a este
sistema TNM (tumor, nddulo linfatico y metéstasis). Existen cinco estadios

clinicos, siendo el I el de mejor prondstico (Owen, 1980).

Los TGM malignos mas frecuentes son los carcinomas, de origen epitelial, con
menor incidencia los sarcomas, de origen mesenquimatico, seguidos por los
tumores mixtos malignos (Lana y col.,, 2007). Los carcinosarcomas y los
carcinomas simples anaplasicos tienen mayor riesgo de metastasis que los
carcinomas simples tubulares complejos y de células escamosas (Misdorp y col.,

2002; Philibert y col., 2003; Diessler, 2009).

A menor diferenciacion histologica corresponde mayor actividad angiogénica,
proliferativa e invasion vascular, favorecida por la densidad de microvasos y en
correspondencia la angiogénesis que se relaciona con el crecimiento tumoral y el

desarrollo de metastasis a distancia (Sharma y col., 2005).

Existe una fuerte asociacion entre las caracteristicas histologicas como invasion
vascular, grado histolégico y estado del linfonodulo con el tiempo de supervivencia
(Diessler y col.,, 2017). Se ha postulado que los tumores malignos pueden
desarrollarse a partir de tumores benignos preexistentes, como ocurre en el cancer

mamario humano (Sorenmo y col., 2009).

El sitio de metastasis distante mas comtin de tumores mamarios son los pulmones
(Misdorp, 2002; Sorenmo y col., 2011); también pueden desarrollarse en los
linfonddulos inguinales, sublumbares, esternales, preescapulares, en el higado y en
los huesos (Ginel y col., 2000; Sorenmo, 2003; Muller y Guaguere, 2006; Lana y

col., 2007). En un estudio realizado por Egenvall y col. (2005) estim6 que el indice
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de mortalidad es de un 6 % y la proporcion de hembras con recidivas en edades de

6, 8 y 10 afios es de 1 %, 6 % y 13 %, respectivamente.

Las metastasis regionales y distantes son frecuentemente RE negativas (Rutteman,
y col 1988) mientras que las metastasis Oseas se asocian con un porcentaje
significativo de tumores con RE positivos/RP negativos (Wei y col., 2008).
También es baja la presencia de los receptores REa en los linfonodulos afectados
(Nieto y col. 2000), lo que lleva a la hipotesis de una desviacion del mecanismo
normal de control celular con patron autobnomo de crecimiento (McEwen, 1996;
Rutteman y Misdorp, 1993).

La bibliografia existente sugiere que las perras ovarectomizadas menores de 2,5
afos tienen menos riesgos de contraer la TGM (Schneider y col.,1969; Alenza y

col., 2000, Richards y col., 2001).

Un reporte, realizado por Beauvai y col. (2012), sugiere que la edad de castracion
no deberia basarse Unicamente en la reduccion del riesgo de contraer neoplasias
mamarias, sino también valorar las consecuencias sistémicas causadas por la
disminucion de hormonas gonadales como la incontinencia urinaria que presentan

algunos pacientes.

Los TGM caninos que expresan RE y RP 98f mas diferenciados y de conducta
menos agresiva que aquellos no lo expresan (Geraldes y col., 2000; Nieto, 2000;
de Las Mulas y col., 2005; Yang y col., 2006; Chang y col., 2009). Se observd que
la inmunoexpresion de RE y RP decrece cuando el tumor incrementa su tamafio
(Donnay y col., 1995; Nieto y col., 2000) y algunos trabajos describen son mas

diferenciados y de conducta menos agresiva que aquellos no lo expresan
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(Geraldes y col., 2000; Nieto, 2000; de Las Mulas y col., 2005; Yang y col., 2006;
Chang y col., 2009). Se observo que la inmunoexpresion de RE y RP decrece
cuando el tumor incrementa su tamafio (Donnay y col., 1995; Nieto y col., 2000) y
algunos trabajos describen que la presencia del REa y RP en el tumor se relaciona
con caracteristicas clinico-patologicas indicadoras de baja malignidad tumoral y de

mejor prondstico (de Las Mulas y col., 2005; Chang y col., 2009).

Algunos estudios indican que existen eventos no gendmicos de iniciacion en
membrana (MISS) (Nemere y col., 2003). Un ejemplo se evidencia en la variante
del RE-a 36 de sefializacion iniciada por membrana dependiente de la accion de
estrogenos y de antiestrégenos, proporcionando una explicacion de la causa en la
resistencia y agravamiento de tumores tratados con antiestrogenos (Wang y col.,
20006)

Una vez diagnosticada la neoplasia, en caninos, el tratamiento de eleccion en TGM
es la escision quirargica, aunque por si sola no proporciona cura en los casos de
malignidad. No existen evidencias ain de wuna mayor supervivencia
estadisticamente significativa entre grupos de pacientes intervenidos y el grupo de
pacientes no intervenidos quirurgicamente (Chang y col., 2005, Kirsan, 2005;

Stratmann y col.,2008; Torres, 2009).

La cirugia escisional como Unico tratamiento para tumores benignos otorga el
doble de supervivencia media frente a carcinomas, sin embargo, solo el 43 % de los
pacientes portadores de carcinomas murieron como resultado del tumor (Bostock,
1975). El tratamiento quirdrgico no se recomienda para los estadios clinicos
avanzados IV, V y carcinomas inflamatorios, estd indicado en las hembras caninas

con tumores en estadio I, IT o III donde resulta ser un factor mejor prondstico y
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significativo con supervivencia hasta los 2 afios posteriores de la cirugia (Pefa y

col., 2003).

Los recientes desarrollos en el campo de la oncologia veterinaria han estimulado a
encontrar tratamientos que acompafien las acciones terapéuticas quirurgicas. El
efecto de los medicamentos citostaticos como adyuvantes de la cirugia no ha sido
claramente documentado (Karayannopoulou y col., 2001; Simon y col., 2006;
Lima, 2014), excepto por el reporte de Lavalle y col. (2012) que expresa resultados
positivos sobre el tratamiento con carboplatino e inhibidores de COX-2 y también
en tratamientos con mitoxantrona, vincristina y ciclofosfamida en carcinomas

inflamatorios (Clemente y col., 2009).

Estudios realizados por Lanari y col., 2009, han asociado los subtipos moleculares
predominantes en las neoplasias de mama con la sensibilidad o resistencias a
terapias hormonales. Knutson y col. (2017) investigaron las especies fosforiladas
de RP que se asociaron al carcinoma luminal invasivo de mama; esta relacion
clinica podria permite la indicacion para esos pacientes que responderian a los
moduladores de PR selectivos que bloquean la fosforilacion de PR Ser294, como la

onapristona.

También se estudiaron con éxito terapias con mifepristona (RU-486), lonaprisan,
aglepristone (Ru-534), Org31710, Org31806, CDB-2914 o telapristona (CDB-
4124) en modelos de ratdon con tumores mamarios, que expresan RE y RP que se
combinan con terapia endocrina de estrégenos, 17-B- estradiol, que inducen

regresion completa de metastasis pulmonares (Vanzulli y col., 2005).

En medicina humana, fue importante el uso de antiestrogenos en tumores positivos
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a RE como tamoxifeno, pero en la perra se desestimd por su efecto estrogénico
sobre el aparato genital lo cual limita su aplicacion (Morris, 1993; Hoffmann,
2000). Tavaes y col., (2010) propusieron administrar dosis altas de antiestrégenos
en perras ovarectomizadas, arrojando escasos cambios atribuiblesa la accion del
tamoxifeno, con tratamiento de corta duracion y aplicado a pacientes con estadios

avanzados de la enfermedad (Merlo y col., 2010).

Los antiprogestagenos son esteroides sintéticos que se unen con gran afinidad a los
RP impidiendo que ésta ejerza sus efectos biologicos (Hoffmann y col., 2000;
Hagan, 2012). Clinicamente, el aglepristone (RU534) estd indicado para el
tratamiento conservador de la pidémetra (Gobello y col., 2003; Trasch y col., 2003)
y el control de la prefiez en las perras (Galac y col., 2000), pues actlia como un
verdadero antagonista de progesterona en el Utero sin decrecer inicialmente las
concentraciones séricas de progesterona y aumentando la prolactina sérica,
observandose una disminucion del intervalo interestral de cinco a tres meses

(Concannon, 1990; Linde, 1992).

El aglepristone en dosis de 10 mg/kg posee excrecion lenta, el 60 % de la dosis
administrada se excreta durante los 10 primeros dias, llegando al 80 % durante 24
dias posteriores. La excrecion es en un 90 % por via fecal y urinaria en un 7 %,
similar a las hormonas esteroides, lo que se explica por la lipofilia y la casi segura

existencia de un ciclo enterohepatico (Mora Montero, 2010).

La administracién de aglepristone en un nimero reducido en hembras caninas en
fase luteal disminuyo en forma significativa la expresion de RP y KI 67 en la mama

normal (Torres, 2009). Estos resultados y los avances sobre el papel de los RE y RP
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en el desarrollo, proliferacion y progresion de las neoplasias mamarias, tanto en
humanos como en hembras caninas, indican que la terapia endocrina deberia estar
orientada hacia las antiprogestinas o alguna combinacién con hormonas esteroides

(Lanari y col., 2009).

El método estadistico de Kaplan-Meier es especialmente util en estudios con
numero pequefio de pacientes porque asume que el evento terminal es
independiente para cada paciente y las probabilidades de sobrevivir en un tiempo
determinado se calculan por una ley multiplicativa de probabilidades. La
caracteristica distintiva que lo hace potente en estos estudios reside en el hecho
que la proporcion acumulada que sobrevive se calcula para el tiempo de
supervivencia individual de cada paciente y no se agrupan los tiempos de

supervivencia en intervalos (Ghali y Quan 2001).

A partir de los antecedentes expuestos, postulamos que la terapia adyuvante con
aglepristone podria contribuir a disminuir la recidiva de tumores mamarios en
hembras caninas. El presente trabajo analiza mediante estudios experimentales los
efectos del aglepristone como antiprogestageno en glandulas mamarias de pacientes
sin signos clinicos de enfermedad en relacion con la variacion en la
inmunoexpresion de los RP yKi67. En el segundo ensayo clinico se analizo la
sobrevida libre de enfermedad y general de hembras caninas portadoras de tumores
mamarios siendo un aspecto de mayor importancia para el tratamiento de tumores

hormono dependiente evaluando al AGLE como potencial adyuvante antitumoral.
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OBJETIVOS GENERALES
o Evaluar los efectos del antiprogestageno aglepristone en la glandula

mamaria y en la sobrevida de pacientes caninos con neoplasias mamarias.

OBJETIVOS PARTICULARES

. Describir el efecto del aglepristone en tejido mamario de perra sin signos
clinicos aparentes de enfermedad, en relacion con la expresion de los receptores de
progesterona y al marcador de proliferacion celular Ki 67.

. Evaluar los efectos del aglepristone en la sobrevida libre de enfermedad y
sobrevida general en perras con tumor de glandula mamaria en estadios I, II o III,

tratadas quirargicamente.
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HIPOTESIS MAS RELEVANTES
o El aglepristone disminuye la expresion de los receptores de progesterona y
del marcador de proliferacion celular Ki 67 en tejido mamario de perras en fase

lutea y sin signos clinicos aparentes de enfermedad.

J El aglepristone aumenta la sobrevida libre de enfermedad y sobrevida
general en perras con tumor de glandula mamaria en estadio I, II o III tratadas

quirdrgicamente.
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ESTUDIO EXPERIMENTAL 1
Estudio del efecto del antagonista de progesterona, el aglepristone, en tejidos

mamarios caninos

MATERIALES Y METODOS

Animales
El estudio se realizd en una poblacion de 20 perras sin signos de enfermedad
neoplésicas, de entre 1 y 6 afios de edad y de 8 a 20 kg de peso, en fase lutea

(progesterona sérica: mayor a 2ng/ml; n=20).

Evaluacion del momento del ciclo estral

Determinacion de progesterona

Se determino la progesterona sérica para evaluar el momento del ciclo estral en que
se encontraban las pacientes en dos momentos: antes de las cirugias (dia 0) y a los
14 dias posteriores, en el momento de la toma de la muestra. La extraccion de sangre
se realizd en todos los animales (AGLE y PLA) antes del tratamiento por puncion
venosa periférica y se usd para la determinaciéon de progesterona la técnica de
inmunoensayo enzimatico quimioluminiscente en fase so6lida (IMMULITE,

Diagnostic Product Corporation, Los Angeles, California).

Frotis vaginal

Se tomaron muestras de material celular con hisopo por la comisura dorsal de los
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labios vulvares hasta la porcioén caudal de la vagina a todas las perras antes de las
intervenciones quirirgicas.
Con el material extraido se hicieron frotis por rodamiento en un portaobjeto,

posteriormente se tifieron para observar al microscopio (Tincioén 15 Biopur®).

Diseiio experimental y biopsias

Las perras fueron distribuidas en dos grupos al azar (Fig. 1). Al grupo tratado
(AGLE) se le aplico el siguiente protocolo terapéutico: aglepristone (Alizine,
Virbac, Brasil), 10 mg/kg/, via subcutanea (AGLE; n=10); y al grupo Placebo
(PLA) se le aplicd igual volumen (0,33 cc/kg) de solucion fisioldgica, via
subcutanea (PLA, n=10).

Inmediatamente posterior al tratamiento se procedid a la aplicacion del
protocolo anestésico (ver anexo I),se realizo la toma de biopsias incisionales
resecando un fragmento de tejido mamario con bisturi en forma de cufia hasta la
fascia muscular, previa asepsia y con posterior sutura de la piel de la mama inguinal
derecha (dia 0; n=20). Posteriormente a los 14 dias se procedi6 a realizar la biopsia
de la mama inguinal izquierda con la misma técnica (AGLE, n=10 y PLA, n=10)
(Fig. 1). Todas las muestras tuvieron como destino el procesamiento para su analisis
histologico y luego se realizé la marcacion por medio de IHQ de RP y el marcador

Ki 67.
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Determinacion del momento del ciclo estral

mayor a 2 ng/ml de progesterona menor a2 ng/ml de progesterona
citologia citologia

Dia 0 Dia 0 |
Grupo PLA (N=10) Grupo AGLE (N=10) Exclusién

biopsia mama derecha biopsia mama derecha

Dia 14 Dia 14
Grupo PLA (N=10) Grupo AGLE (N=10)

biopsia mama izquierda biopsia mama izquierda

Figura 1: Organigrama de las biopsias de mamas.

Estudio histologico

Las muestras se colocaron en casetes histologicos y se fijaron en solucion de formol
tamponado con fosfato al 10 % pH 7,2; luego fueron sumergidos en una serie de
alcoholes de graduacion creciente, despues en xileno y finalmente fueron incluidos
en parafina fundida a 60 "C. A partir de los bloques de parafina, se obtuvieron
secciones de 5 um de grosor mediante microtomo (HM 315, Microm®). Para su
tincion con hematoxilina y eosina, las secciones se desparafinaron en xileno, luego
se hidrataron pasando por una serie de alcoholes de graduacion decreciente y por
ultimo se tifleron con Hematoxilina de Harris (Biopack®, Argentina) y Eosina

(Biopack®, Argentina). Luego de la tincion, las muestras fueron deshidratadas,
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sumergidas en xileno, y montadas con Balsamo de Canada sintético (Biopack®,
Argentina). El resto de los cortes se destinaron para los ensayos de

inmunohistoquimica.

Determinacion por inmunohistoquimica de RP y antigeno Ki-67

Se fijaron las muestras de tejido mamario en solucion de formol tamponado con
fosfato al 10 % pH 7,2, 20 h después fueron lavadas con agua de grifo, durante 1
h. Luego se deshidrataron en una solucion de alcohol al 70° por 10 h y luego en
alcohol 96° durante 4 h con repeticion, continuando en alcohol 100°, 2 h con
repeticion y en benzoato de bencilo durante 12 h. Finalmente, se sumergieron en
xilol 1 h con repeticion. Posteriormente se incluyeron en parafina y luego se
realizaron cortes histologicos de 3 um para realizar la técnica de peroxidasa (ver

técnica en ANEXO II).

Analisis estadistico

Para las inmunomarcaciones de RP y Ki-67 se contaron de 6 a 8 campos
representativos a 60x y 40x respectivamente. Se calcul6 el porcentaje de células
epiteliales de acinos glandulares con inmunoexpresion contando los nucleos
positivos (marrones) y negativos de aproximadamente 100 células.

Fueron comparadas las diferencias de las medias por un test de Student para
muestras relacionadas de los porcentajes de positividad de RP y Ki-67, por
animal, obtenidos en cada uno de los dias del protocolo (dia 0 vs. dia 14 o dia-0 vs.
dia-14).

El nivel de significancia se estableci6 en p<0,05, los datos muestrales se sometieron

al test de Shafiro-Wilk para evaluar su distribucion normal y a la prueba de Levene
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para verificar la calidad de varianza. Luego de comprobar el cumplimiento de los

supuestos se realizo la prueba T para dos medias relacionadas.

RESULTADOS

Antes de comenzar los tratamientos, los valores de progesterona sérica de las perras
del grupo PLA el dia 0 fueron 22,31 ng/ml + 11,75 media = DE y a 14 dias
posteriores, 17,04 ng/ml £ 8,56 media £ DE, no presentando diferencias
significativas p = 0,054.

La progesterona sérica del grupo AGLE del dia 0 presentd6 una media de
29,58 ng/ml +10,74 media + DE y en el dia 14 fue de 10,06 ng/ml + 13,46

media £ DE , estas diferencias poseen significacion estadistica p = 0,002

(Fig. 2).

25 _1_

:

Loy
T T T T
Dia o Ohia 14 Diao Dia 14
Srupo FLA Grupo AGLE

Figura 2: Distribucion de los niveles de progesterona sérica en el grupo PLA y AGLE a
los 14 dias del tratamiento.

Los resultados de la prueba T para muestras relacionadas presentaron una media de

para los valores de inmunoexpresion de los RP para el grupo PLA el dia 0 de 21 %
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de + 13,00 media = DE (fig. 4- 6) y para el dia 14 de 19,53 % =+ 5,88 media = DE
(fig. 5-7) no presentando diferencias significativas, p = 0,71 (Fig. 3).

La inmunoexpresion de los RP del grupo AGLE el dia 0 (fig. 8-10) presenté un
valor de 23,16 % + 12,01; media = DE y el dia 14 de 10,8 % = 4,86 media + DE
siendo la diferencia entre ambas medias estadisticamente significativa p = 0,009
(Fig. 9-11).

Como puede observarse, se produjo una reduccion en el porcentaje de
inmunoexpresion de RP del 49,2 % en el grupo AGLE en comparacién con el
mantenimiento de dicho porcentaje en el grupo PLA presentando significancia

estadistica entre ambos grupos p = 0,0002.
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Figura 3: Distribucion de las medias de la inmunoexpresion de los RP en el tejido

mamario.
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Figuras 4 y 5. Grupo PLA. Marcacion nuclear en células epiteliales de RP. THQ. DAB.
Flechas rojas: marcacion nuclear positiva intensa (marrén oscuro), flechas verdes
marcacion positiva moderada (marron claro), flechas azules células negativas (celeste).

Obj. 40x. 4: muestra dia 0. 5: muestra dia 14.

Figuras 6 y 7. Grupo PLA. Marcacion nuclear en células epiteliales de RP. IHQ. DAB.
Flechas rojas: marcaciéon nuclear positiva intensa (marrén oscuro), flechas verdes
marcacion positiva moderada (marrdn claro), flechas azules células negativas (celeste).

Obj. 100x. 6: muestra dia 0. 7: muestra dia 14.
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Figuras 8 y 9. Grupo AGLE. Marcacion nuclear en células epiteliales de RP. IHQ. DAB.
Flechas rojas: marcacion nuclear positiva intensa (marrén oscuro), flechas verdes
marcacion positiva moderada (marron claro), flechas azules células negativas (celeste).

Obj. 40x. 8: muestra dia 0. 9: muestra dia 14.

Figuras 10y 11. Grupo AGLE. Marcacion nuclear en células epiteliales de RP. I[HQ. DAB.

Flechas rojas: marcaciéon nuclear positiva intensa (marrén oscuro), flechas verdes
marcacion positiva moderada (marron claro), flechas azules células negativas (celeste).

Obj. 100x. 10: muestra dia 0. 11: muestra dia 14.

Por su parte el porcentaje de inmunoexpresion de Ki-67 en el grupo PLA presentd
una de media + DE de 27,29 % =+ 14,05 el dia 0 (Fig. 13-15) y de 22,71 % + 12,13
el dia 14 (Fig. 14-16) siendo la diferencia entre ambas medias estadisticamente
significativa p = 0,005.

El grupo AGLE present6 una inmunoexpresion de Ki-67 media = DE de 23,74 % +
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8,3 en el dia 0 (Fig. 17-19) y el dia 14 (Fig.18-20) presento una media de 7,45% +
3,43 media + DE, siendo la diferencia entre ambas medias estadisticamente
significativa p = 0,0002.

Si bien se observo una disminucion en el recuento de la inmunoexpresion de Ki67

en ambos grupos, el porcentaje de inmunomarcacion de Ki 67 observado luego de

14 dias disminuy6 64,15 % para el grupo AGLE, mientras que dicha reduccion

fue solo del 16,19 % para el grupo PLA, presentando una diferencia significativa

entre ambos grupos p = 0,0001 (Fig. 12).
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% Inmunoexprecion Pr KI 67

Figura 12: Distribucion de los valores de la inmunoexpresion de Ki-67 en tejido mamario.
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Figuras 13 y 14. Grupo PLA. Marcacion nuclear en células epiteliales de Ki 67. THQ.
DAB. Flechas rojas: marcacion nuclear positiva intensa (marrén oscuro), flechas verdes
marcacion positiva moderada (marron claro), flechas azules células negativas (celeste).

Obj. 40x. 13: muestra dia 0. 14: muestra dia 14.

Figuras 15y 16. Grupo PLA. Marcacion nuclear en células epiteliales de Ki 67. [HQ.

DAB. Flechas rojas: marcacion nuclear positiva intensa (marrén oscuro), flechas verdes
marcacion positiva moderada (marrén claro), flechas azules células negativas (celeste).

Obj. 100x. 15: muestra dia 0. 16: muestra dia 14.
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Figuras 17 y 18. Grupo AGLE. Marcacion nuclear en células epiteliales de Ki 67. THQ.
DAB. Flechas rojas: marcacion nuclear positiva intensa (marrén oscuro), flechas verdes
marcacion positiva moderada (marron claro), flechas azules células negativas (celeste).

Obj. 40x. 17: muestra dia 0. 18: muestra dia 14.

Figuras 19 y 20. Grupo AGLE. Marcacion nuclear en células epiteliales de Ki 67. IHQ.
DAB. Flechas rojas: marcacion nuclear positiva intensa (marrén oscuro), flechas verdes
marcacion positiva moderada (marrdn claro), flechas azules células negativas (celeste).

Obj. 100x. 19: muestra dia 0. 20: muestra dia 14.
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ESTUDIO EXPERIMENTAL IT

Efectos de un antiprogestageno en la sobrevida de hembras caninas con

neoplasias mamarias

Materiales y métodos

Animales
El estudio se realiz6 en una poblacion de 20 perras de 6 a 10 afos de edad, no
ovariectomizadas, con TGM malignos en estadios I, II, III, previo consentimiento

firmado por sus respectivos propietarios.

Los animales fueron evaluados sistematicamente durante la consulta registrandose
en la historia clinica del animal la edad, raza, condicion fisioldgica.y evolucion del

proceso tumoral.

Previamente a la cirugia se realizaron estudios obteniendo muestras de sangre de
todos los animales (AGLE y PLA) por puncidn venosa periférica para la realizacion
de hemograma completo, determinacion de urea, creatinina, recuento plaquetario,
con el objetivo de evaluar el estado de salud delos animales. También se evaluaron
el momento del ciclo estral de cada paciente realizando un frotis vaginal para la
obtencion de una muestra citoldgica, y el momento de la ovulacion, determinando
la progesterona sérica, con igual técnica que la utilizada en el estudio experimental

L.

Se realiz6 la evaluacion radiologica del torax con el objetivo de poner en evidencia
eventuales metastasis de cada una de las pacientes intervenidas, mediante tres

tomas radioldgicas (latero lateral izquierda y derecha y ventro dorsal),
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utilizando un equipo (RAIX, Buenos Aires, Argentina) de 90Kv y 30 mA.

Disefio experimental

Las 20 perras de 6 a 10 afios con TGM maligno protocolizadas en el estudio fueron
divididas en 2 grupos y distribuidas al azar a cada uno de los siguientes protocolos
terapéuticos: AGLE (Aglepristone; Alizine®, Virbac, Francia) en dosis de 10
mg/kg via subcutanea, inmediatamente después de la cirugia; se administro la
misma dosis a los 15, 30, 45 y 60 dias y posteriormente 1 dosis luego de cada celo
durante el seguimiento de 12 meses. Al grupo PLA (n = 10) se le inyectaron
volimenes equivalentes de vehiculo oleoso, inmediatamente después de la cirugia,

con igual protocolo al tratamiento AGLE.

Obtencion de las muestras
Se obtuvieron las muestras para el estudio histopatolégico mediante mastectomia y
nudilectomia de los linfonddulos centinelas, utilizando el protocolo anestésico

descripto en anexo I.

La técnica quirtrgica aplicada fue en bloque, con la remocion de la/s glandula/s
afectada/s, glandulas ipsilaterales involucradas en el drenaje linfatico, asi como las

glandulas craneales y caudales a la/s afectada/s y el linfonddulo centinela.

Estadificacion clinica

La estadificacion clinica de cada paciente se efectu6 de acuerdo con el sistema

TNM (Owen, 1980) (Tabla 1).
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Estadio clinico Tamafio deltumor |Estado del Metastasis a
linfonddulo distancia
regional

It <3 cm No afectado Sin metastasis

11 3-5 cm No afectado Sin metastasis

111 >5 cm No afectado Sin metastasis

v cualquiera Afectado Sin metastasis

\4 cualquiera Afectado Metastasis a

distancia

Las perras en estadio avanzado, con metastasis regionales (IV) y a distancia

(V) no fueron incorporadas en este estudio. Los estadios IV se establecieron
mediante biopsia diferida de los linfonddulos, desestimando los afectados (N1),
segln la estadificacion propuesta por Lana y col. (2007). Para los estadios V se
diagnosticO metastasis de torax mediante radiografias (RAIX, Buenos Aires,

Argentina) latero-lateral y ventro-dorsal.

Estudio histopatologico

Las biopsias obtenidas de las mastectomias se colocaron en un casete histologico y
se sumergieron en su totalidad en una solucion de formol buffer al 10 %, pH 7,2

hasta su procesamiento.

Las muestras fueron sometidas posteriormente a una serie de pasajes por etanol de

graduacion creciente 70 % durante 5 min, 95 % durante 5 min, 100 % durante 5 min
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luego se sumergieron en xileno y finalmente fueron incluidas en parafina fundida
a 60°C. A partir de los bloques de parafina, se obtuvieron secciones de 5 um de
grosor mediante microtomo (HM 315, Microm®).

Para su tincién con hematoxilina y eosina (H/E), las secciones se desparafinaron en
xileno, luego se hidrataron pasando por etanol de graduacion decreciente 5 min al
100 %, 5 min al 95 %, 5 min a 75 % y por Ultimo se tifieron con Hematoxilina de
Harris (Biopack®, Argentina) y Eosina(Biopack®, Argentina). Luego de la tincion,
las muestras fueron deshidratadas, sumergidas en xileno, y montadas con Balsamo

de Canada sintético (Biopack®, Argentina).

Las biopsias de tejido tumoral se clasificaron histolégicamente segiin Misdorp y
col., 1999. Los hallazgos histopatologicos fueron evaluados y clasificados. La
malignidad tumoral fue graduada histologicamente por el método Nottingham
modificado ( Elston y Ellis, 1991) para su uso en caninos, esta evaluacion toma en
cuenta tres caracteristicas morfoldgicas, la formacion tubular, el polimorfismo
nuclear y el conteo mitotico, cada uno registrado como 1-3. Luego se sumaron para
obtener el grado tumoral como se detalla a continuacion: 3-5 puntos = bien
diferenciado grado I; 6-7 puntos = moderadamente diferenciado grado II; 8-9

puntos= pobremente diferenciado, grado III (tabla 2 y 3).

Tabla 2. Sistema de graduacion histologica para cancer mamario canino.

A.Formacién de tabulos Puntaje
1 >75%
2 Entre 10-75%
3 <10%
B.Pleomorfismo nuclear
1 Nucleos pequefios, regulares, cromatina
uniforme
2 Moderado grado de variacion en tamafio y

forma nuclear
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3 Marcada variacion en el tamafio nuclear,
nucleolo prominente

C.Figuras mitéticas en 10
campos de observacion

(objetivo 40 X ) HPF
1 0-9 mitosis/10 HPF
10-19 mitosis/ 10 HPF
3 > 20 mitosis/10 HPF

Tabla 3. Score final para asignar el grado de malignidad.

Score Total para el Grado Histolégico de
Malignidad (A+B+C)

Puntos | Grado De Malignidad
3-5 I (bajo, bien diferenciado)

6-7 II (intermedio,moderadamente
diferenciado)
8-9 111 (alto, pobremente diferenciado)

Los tumores mamarios fueron definidos como osteosarcomas cuando la matriz
osteoide fue producida por las células tumorales, y las lesiones fueron luego

clasificadas como grado bajo (grado I), intermedio (grado II) o alto (grado III).

Seguimiento clinico

Se llevo a cabo una evaluacion clinica de las glandulas mamarias remanentes, de
los linfonddulos y de la herida quirtrgica cada 3 meses o bien cuando acontecia
algin cambio, durante un minimo de doce meses luego de la cirugia.

Se realizd el seguimiento radioldgico cada 6 meses de todos los pacientes
intervenidos con el objetivo de evidenciar eventuales metastasis de torax utilizando
un equipo (RAIX, Buenos Aires, Argentina) de 90 Kv y 30 mA. Las imagenes

fueron obtenidas en tres proyecciones latero-lateral derecha e izquierda y otra
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ventro- dorsal.

Analisis estadistico

Para verificar la igualdad en la distribucion de los datos en los tratamientos entre
los grupos (AGLE vs. PLA), estadio clinico y grado histologico fueron evaluados
con el test de Kruskal-Wallis para variables continuas y por el test de Fisher para

variables categoricas. El nivel de significancia se fij6 en todos los casos en p<0,05.

Se analizaron dos variables, la SLE y la SG, que fueron definidas como el tiempo
transcurrido desde la primera cirugia a la recidiva (local, regional o distante) o hasta
la muerte del animal, respectivamente. En el analisis de SLE los animales fueron
estadisticamente censurados si al tiempo del cierre de la compilacion de datos el
tumor no present6 recidivas o las metastasis no eran detectadas. En el analisis de
SG, los animales fueron estadisticamente censurados si al tiempo del cierre del
seguimiento clinico de la compilacion de datos estos permanecian vivos. Ambas
curvas de supervivencia se estimaron utilizando el método de Kaplan-Meier dado

que el estimador tiene en cuenta la censura.
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RESULTADOS

El valor medio de progesterona sérica fue de 0,81 ng/ml con un desvio estandar de
+ 1,18 no mostrando diferencias estadisticamente significativas entre las medias de

los desvios entre PLA y AGLE.

Las hembras mas afectadas fueron mestizas 55 % (11/20) el 45 % restantes
correspondieron a las siguientes razas: beagle (3/20), cocker spaniel (2/20), ovejero

aleman (2/20), chihuahua (1/20) y airedale terrier (1/20).

La frecuencia de presentacion del estadio clinico fue mayoritaria en el estadio 11
75%, estadio III 20% y un solo caso de estadio 1. EI 55 % (11/20) de los tumores

resultaron con lesiones ulcerativas (Fig. 21)

My 3 L8 S

Figura 21- Lesion ulcerativa de la mama abdominal derecha de la paciente tratada AGLE

9 antes de la cirugia citorreductiva.

El tipo mas frecuente de tumor diagnosticado en un 40 % (8/20) fue el carcinoma
simple (Fig. 22); el 25 % (5/20) fueron carcinomas complejos (Fig. 23), 20 % (4/20)

de carcinomas mixtos (Fig. 24) y 15 % (3/20) fueron fibrosarcomas (Fig. 24).
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Teniendo en cuenta el grado histologico resulté como mas frecuente que el 50 %
(10/20) de los tumores fueron de grado 11, el 35 % (7/20) fueron Il y solo el 15 %
(3/20) corresponde al grado 1. En el grupo AGLE la recurrencia de la enfermedad
se presentd en 3/10 (30 %) y en PLA en 9/10 (90 %) de los animales. Durante el

seguimiento murieron 5/10 (50 %) perras en el grupo AGLE y 8/10 (80 %) en

el grupo PLA

Figuras 22 y 23: caninos hembras, grupo PLA. H E. Izquierda 22.: paciente 5, carcinoma

simple grado 1. Obj. 40x. Derecha 23: paciente 6, carcinoma complejo grado 2. Obj 60x
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Figura 24 y 25: caninos hembras, grupo AGLE. H E. Izquierda 24: paciente 7, carcinoma
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mixto grado 2. Obj. 40x . Derecha 25: paciente 3, fibrosarcoma de grado 2. Obj 40x.

Figura 26 y 27: caninos hembras, grupo AGLE. H E. Izquierda 26: paciente 1, carcinoma

tubulopapilar de grado 3. Obj.40x. Derecha 27: paciente 3, carcinoma de grandes conductos

de grado 2. Obj 40x.

La probabilidad de SLE tuvo una media de 805 dias el grupo AGLE y para el grupo
placebo (PLA n= 10) una media de 159 dias y un p> 0,001 en la prueba de igualdad

de distribuciones de supervivencia Log Rank (Mantel-Cox) (Fig. 28).
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Figura 28: Curva de supervivencia construida mediante el método de Kaplan-Meier del
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grupo de hembras caninas. En el eje de las abscisas se consigna el tiempo de seguimiento

en dias, mientras que en el eje de las ordenadas consta la probabilidad (p) de supervivencia.

La probabilidad de SG de 20 perras con tumores de glandula mamarias con estadios
I, II, 1T tratadas AGLE (n= 10) tuvo una media de 880,93 dias el grupo PLA
(n= 10) media de 459,8 dias. La probabilidad fue de p > 0,023 en la prueba de
igualdad de distribuciones de supervivencia Log Rank (Mantel-Cox) (Fig. 29). La
paciente del grupo tratamiento AGLE 1 fue un caso incluido y censurado, dado que
su muerte fue por una causa no relacionada con la enfermedad (sufrié un accidente

automovilistico a los 648 dias posteriores al inicio del ensayo).
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Figura 29: Curva de supervivencia construida mediante el método de Kaplan-Meier. En el
ejede las abscisas se consigna el tiempo de seguimiento en dias, mientras que en el eje de

las ordenadas consta la probabilidad (p) de supervivencia.
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Tabla 4: Caracteristicas clinicas e histoldgicas (H) y evolucion de la enfermedad

en perras con neoplasia mamaria tratadas con AGLE, n=10 o PLACEBO, n=10.

CC: carcinoma complejo; FS: fibrosarcoma; CS: carcinoma simple; CM: carcinoma mixto;

PACIENTE | ESTADIO TIPO GRADO SLE | RECURRENCIA | SG | ESTADO
CLINICO | HISTOLOGICO | HISTOLOGICO | (DIAS) (DIAS)
PLA | T2 s G2 219 MP 294 M
PLA 2 T2 cM G2 143 MLR 267 M
PLA3 T3 cC Gl 184 ML 863 v
PLA 4 T3 Cs G3 0 S/p 120 M
PLA 5 T2 Cs Gl 215 MLR 618 M
PLA 6 T2 cC G2 115 MP 335 M
PLA 7 T1 FS G3 75 MP 645 v
PLA 8 T2 Ccs G3 123 ML 453 M
PLA9 T2 M G2 175 ML 467 M
PLA 10 T3 cC G3 108 MLR 318 M
AGLE 1 T2 cs G3 485 ML 648 ¢
AGLE 2 T2 cc G2 0 S/p 723 M
AGLE 3 T3 FS G2 0 S/p 538 M
AGLE 4 T2 FS G3 0 S/p 120 M
AGLE 5 T2 M Gl 125 ML 1170 A%
AGLE 6 T2 Ccs G2 0 S/p 930 A%
AGLE 7 T2 M G2 62 MLR 900 A%
AGLE 8 T2 Ccs G3 0 S/P 200 A%
AGLE 9 T3 cC G2 0 S/P 920 M
AGLE 10 T2 Ccs G2 0 S/P 570 A%
V: vivo; M: muerto, MP: metéstasis pulmonar; MLR: metéstasis locoregional,

MML:metastasis local: S/P: sin presentacion.
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DISCUSION

Estudio experimental I

Los reportes sobre la variacion de los niveles séricos de progesterona en fase luteal
en perras no gravidas y sin enfermedad aparente, tratadas con AGLE, son escasos
en la bibliografia actual, ya que la mayoria de los estudios enfatizan su rol en la
interrupcion de la prefiez, en el tratamiento de la piometra y en los ultimos afios, en

la induccion del parto (Galac y col., 2000).

Un trabajo realizado por Polisca y col (2010), en perras no prefiadas, tratadas con
AGLE durante la fase latea media describe un acortamiento de dicha fase, en la que
la lutedlisis completa se produce en los dias 40,8 + 3,5 mientras que en los controles
se produce en los dias 71,5 + 4,6; estos datos difieren de los de Galac y col. (2004),
quienes observaron una media de 72 + 6 dias en tratadas, en fase lutea temprana
frente a 74 £ 4 dias en los controles. Estas diferencias se atribuyen a los diferentes
tiempos de la fase lutea en los que se aplicd el AGLE, proponiendo a una

dependencia con la hipofisis en la fase lutea media.

Los resultados de este estudio experimental, concuerdan con los obtenidos por
Torres (2009) en un trabajo similar, en el que los niveles séricos de la progesterona
durante el tratamiento con AGLE, a dosis terapéuticas, descendieron en un 38,8 %
en el dia 7 posterior al tratamiento y el 71,6 % el dial4, respectivamente, mientras

que el grupo control el descenso fue solo del 7,5 %.

Un patrén similar fue descripto por Oguejiofor y col. (2013) en un estudio con ratas
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prefadas tratadas con AGLE en la fase latea temprana, con unprotocolo similar al
utilizado en este trabajo; observaron concentraciones séricas significativamente
menores de progesterona y sugirieron un efecto luteolitico tardio dependiendo de la

integridad del eje hipotalamico- hipofisario-ovarico.

Cuando se administra AGLE para la interrupcion de la prefiez, en fase lutea
temprana, no se reportan variaciones significativas de progesterona durante los
primeros 3 dias (Kanca y Karakas, 2012). Algunos estudios estiman que esta

condicion se mantiene hasta 6 dias posteriores a la aplicacion (Corrada y col., 2005).

Las variaciones de la concentracion sérica de progesterona son observadas en
algunos estudios (Galac y col., 2000; Feini y col., 2001 y Kanca y Karakas, 2012)
en perras prefiadas aplicando AGLE alrededor del dia 30 de gestacion, cuando se
produce una disminucion significativa en la concentracién de progesterona debido

al cese prematuro de la fase luteal.

El acortamiento de la fase lutea en perras después de la administracion de AGLE
en la mitad del tiempo de gestacion fue descripto por Linde y col. (1996) y fue
asociado con un aumento de los niveles plasmaticos de 13,14-dihidro-15-queto-
prostaglandina F2a (PGFM) debido a que es el metabolito principal de
prostaglandina F2a, probablemente inducida por la expulsion fetal, propuesto por
Baan y col. (2005).

Kowalewski y col. (2010) realizaron un tratamiento con AGLE entre los dias 40 y
45 de la gestacion, en los que tomaron muestras de tejido de utero/placentario,
observando un aumento preparto de PGF2a resultante de una fuerte regulacién en

el trofoblasto fetal con aumento de prostaglandina sintetasa, al bajar los niveles
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plasmaticos de la progesterona con una funciéon de sefializacion en las células
deciduales y con un papel clave en el intercambio de célula a célula que participa

activamente en la lute6lisis preparto.

Se evaluaron los parametros hemodindmicos intraovaricos monitoreados por
ecografia doppler codificada por color en perras no gestantes, contrastando un
grupo control con un grupo tratado con AGLE, concluyendo que cuando se acelera
el proceso luteolitico se acompafia de una disminucion paralela en el suministro
de flujo sanguineo ovarico aproximadamente a los 8 a 10 dias luego del tratamiento

con aglepristone.

Algunos autores infieren una modulacion del AGLE sobre el eje hipotalamico-
pituitario con accion indirecta sobre el ovario, mediante la supresion del soporte
luteotréfico, del boqueo de RP de la hipofisis anterior y en varias areas del cerebro,

incluido el hipotalamo y el endometrio (Polisca y col. 2010).

Un trabajo realizado por Baan y col. (2005) informa que al inducir el parto con
AGLE a los 58 dias de la prefiez, no se producen variaciones de progesterona
plasmatica dentro de las 24 h, aunque al momento de la expulsion, los valores
aproximadamente de 6,4 nmol/l estaban por encima de los requeridos para mantener
la prefiez, lo que apoya la hipotesis que el bloqueo de los RP reduce la
retroalimentacion positiva de la progesterona para su secrecion, con mecanismos

de luteoliticos diferentes.

Un trabajo realizado por Kowalewski y col. (2010), demuestra la evidencia del
papel de la progesterona luteal como factor autocrino que retroalimenta su propia

disponibilidad al bloquear los RP e inducir la lute6lisis, con tratamiento de AGLE
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en perras gestantes en los dias 40 a 45 y propone un sistema de retroalimentacion

positivo que controla la disponibilidad de P4, StAR y B3HSD.

Después de 24 h de administrar el AGLE, la prolactina plasmatica se eleva en un
patrén de variacion opuesto a la progesterona (Galac y col., 2000), en respuesta a
la privacion de progesterona en la especie canina (Gobello y col., 2001; Baan y col.,
2008). Estos mismos autores también observan un aumento del cortisol sérico.
Todos estos procesos apoyan la importancia de la retirada funcional de la

progesterona.

Los datos que se analizan y discuten no solo otorgan un rol importante a la
progesterona enddgena, sobre el eje hipofisiario hipotalamico, los efectos
luteoliticos del AGLE y su accion autocrina/paracrina, sobre su
produccion/inhibicion y de hormonas esteroides derivadas, sino que explican los

mecanismos de regulacion de sus receptores.

En el presente estudio, el tratamiento con AGLE en fase lutea, en perras no gravidas
y sin enfermedad aparente, evidencid una disminucion significativa de la
progesterona a los quince dias de tratamiento; este resultado se explicaria por una
modulacion sobre el eje hipotalamico-pituitario a través del bloqueo de RP. Si bien
no se realizé seguimiento para evidenciar el acortamiento de la fase lutea, se puede

inferir que el AGLE actu6 sobre la fase independiente de la hipofisis.

En la perra, uno de los genes objetivo de la progesterona en la glandula mamaria es
el gen de la hormona del crecimiento, cuyo producto puede actuar como un factor
de crecimiento local contribuyendo a la proliferacion y diferenciacion de la

glandula mamaria durante la fase latea del ciclo estral y durante la maduracion final
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de la glandula mamaria durante el embarazo (Selman y col., 1994; Mol, y col.,
1996).

Estos mecanismos explicarian que la glandula mamaria normal no solo responde a
la senal de progesterona, sino que estaria condicionada a los patrones de expresion
de su receptor contribuyendo asi a un normal desarrollo o eventualmente derivando

en procesos displasicos o tumorales (Knutson y col., 2017).

A diferencia de lo descrito sobre cuerpo luteo, ttero, gestacion o parto, son pocos
los estudios que evaluan los efectos del AGLE en glandula mamaria normal.
Tampoco se encontraron trabajos especificos de regulacion del RP y la influencia
de la progesterona enddgena para el tejido mamario de perras sinenfermedad

aparente.

Los resultados obtenidos en este trabajo evidenciaron una reduccion
estadisticamente significativa de la expresion de los RP en tejido mamario de perras

tratadas, con un comportamiento similar para Ki-67.

Estos resultados estan en concordancia con ensayos similares de Torres (2009),la
comparacion de la diferencia en la media de expresion de RP en tejido mamario de

perras tratadas con PLA y AGLE.

Existen estudios sobre tratamientos de enfermedades proliferativas dependientes
de progesterona como la hiperplasia fibroadenomatosa mamaria en gatas y tumores
vaginales en perras y en ambas condiciones, se ha demostrado un efecto reductor
del volumen de tejido; Guil Luna (2011) recomienda el uso del AGLE en
carcinomas mamarios caninos, por sus efectos inhibidores relacionados con la

expresion de RP sobre la proliferacion de células.
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La investigacion reciente se ha centrado en el valor terapéutico de los
antiprogestagenos. La expresion de receptores de RP se evalia como factor
pronoéstico junto con los RE. Los estudios experimentales en cancer de mama
humano sugieren que la expresion diferencial de las isoformas RPA y RPB como
un marcador predictivo de la sensibilidad al tratamiento con antiprogestagenos

(Lamb, y col., 2019).

Los resultados de este modelo, en glandula mamaria de perras sin enfermedad
aparente, tratadas con AGLE en fase lutea, demuestran claramente el papel
proliferativo de la progesterona a través de sus receptores en el tejido mamario (Mol
y col 1996; Lange y col., 1999; Lanari, y col.,, 2001; Lanari y col.; 2009;

Concannon, y Col., 2009; Soldati y col., 2010; Sleeckx y col., 2011).

Es alentador pensar que el modelo se puede replicar, e incorporar otros estudios
IHQ sobre otros marcadores para evaluar la regulacion autocrina/paracrina de
hormonas esteroides y sus receptores, en el ovario, glindula mamaria normal, ttero
y también poder evaluar la angiogénesis mediante ecografia doppler del flujo

sanguineo en el ovario e incorporar homogenatos a estas técnicas.

Estudio experimental 11

Unicamente el 41 % de los pacientes fueron portadores de TGM malignos, estos
resultados fueron similares a los reportados en otras publicaciones que sefialan
incidencias del 50 % (Lana y col. 2007) y del 30 % (Misdorp, 2002) e infieren de
un 60 % reportadas por Vidales y col. (2008). La razén para esta diferencia podria

estar en la incidencia de las campanas de castracion masivas realizadas en mas de
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una década en la zona de donde se desarroll6 el presente estudio, lo que implicaria

en una disminucion significativa de la casuistica oncoldgica en perras.

Los resultados respecto a la frecuencia de neoplasias mamarias en las diferentes
razas contradicen los hallado por Sirvent (2015), quien describe como las razas
predispuestas a labradores retrievers mientras otros investigadores observaron
mayor predisposicion en caniches (Zatloukal y col. 2005) y en perros pastores

(Mangieri, 1994; Allende y col. 2007).

La predisposicion racial predominante observada en este trabajo fue la mestiza,esto
concuerda por el predominio racial en la provincia de La Pampa tal como ocurre en

otras ciudades latinoamericanas (Chau, 2013; Ferreira 2003).

El estado clinico més frecuente fue el estadio Il en contraposicion con lo reportado
por Nunes (2015) quien reporta una presentacion clinica del estadio I con un 53 %
en un estudio con 416 pacientes. A pesar de estos resultados, Aleza,M y Col.
(1997) mencionan una mayor presentacion del estadio clinico III con un 37,5% de
un total de 40 casos.

El tipo de TGM malignos mas frecuente fue el carcinoma simple, datos similares
fueron reportados por Chau y col. (2013) y Hermo y col. (2010), por el contrario,
Guil-Luna y col. (2011) reportan un predominio de carcinoma complejo con un

41,30%.

El grado histologico que se presentd con mayor frecuencia fue el grado II
coincidiendo con Ramos Vega (2015) y Torres (2009) en contraposicion a lo
reportado por Karayannopoulou y col. (2005), quienes comunican una mayor

frecuencia en el del grado III.
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Estos resultados difirieren de los encontrados por estudios realizados por Guil-Luna

y col. (2011) y Benavente (2018) en los que se reporta un predominio del grado 1.

Karayannopoulou y col. (2005) encontraron diferencias significativas en la
supervivencia entre casos con diferentes grados tumorales, en que la supervivencia

fue peor en perros con carcinomas de grado III que en aquellos con grados I y II.

Las hembras portadoras de TGM malignos en estadios I, Il y III tratadas
quirurgicamente que recibieron las dosis del antiprogestigeno aglepristone,

incrementaron significativamente la SLE y SG en este trabajo.

Hermo y col. (2009) evaluaron el efecto del tratamiento de Aglepristone en 20
perras en estadio V en dosis 10 mg/kg via subcutanea cada 24 h durante 10 dias,
continuando con la misma dosis semanalmente hasta la muerte del animal. Ese
experimento no tuvo resultados positivos: solo uno de los animales del grupo
aglepristone presentd en el primer examen remision parcial, pero no se logro
observar beneficio en ese animal en las siguientes observaciones.

Las neoplasias mamarias caninas tienen limitadas opciones terapéuticas,
mayoritariamente se realiza cirugia y en ocasiones se acompaiia con quimioterapia

con efectos limitados y de funcidn paliativa (Sorenmo y col, 2012).

El aglepristone, en la dosis que se aplicd en este estudio, es segura en pacientes
caninos con TGM malignos y tiene efectos antitumorales sin efectos toxicos
evidentes. Los resultados obtenidos en el grupo PLA, para el intervalo libre de
enfermedad, fueron comparables con aquellos publicados teniendo como variables
los estadios clinicos similares de TGM, donde el 50 % de las perras tuvieron

recidivas, cercanos a los 200 dias después de la cirugia (Lana y col, 2007).
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Este resultado concuerda con un estudio realizado en el afilo 2017 por Guil Luna y
col., que describe una disminucion de la proliferacion celular en la glandula
mamaria normal en fase latea, decreciendo los efectos biologicos de la
progesterona. Estos resultados serian la consecuencia de la disminucién de la
expresion de RP y la expresion del marcador nuclear Ki 67 y se interpreta que
estos mismos efectos permitieron incrementar el periodo libre de enfermedad en

estadios clinicos I, II.

En pacientes no ovarectomizadas en estadios I, II y III tratadas quirargicamente se
evidencio que el aglepristone increment6 en forma significativa la SG con una
media de 880,97dias, contrastada con el grupo placebo que resultdé con una media
de 459,8 dias en TGM malignos; es decir, aumentd aproximadamente el 50 % el
periodo de sobrevida general. Estos resultados difieren de los obtenidos por
Knutson y col. (2017) que explican en sus ensayos clinicos previos con
antiprogestagenos arrojaron pocas respuestas en tumores RP positivos, adjudicando

a estos agentes la fosforilacion de RP y la expresion de genes diana no deseados.

Con estos resultados manifiestan la importancia que poseen los adyuvantes
antitumorales por su efecto antiproliferativo, también alientan a incluir en los
estudios la accidon de esta terapia en el tejido mamario normal. Demuestra la
importancia de mantener un eje hormonal reproductivo intacto en el tratamiento
con aglepristone y obligan a seguir trabajando en la tematica, a fin de ampliar
terapéuticas que apoyen el tratamiento quirurgico de las neoplasias mamarias

malignas en la especie.

En esta terapia hormonal es central realizar analisis hematoldgicos en forma
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rutinaria como son los niveles de progesterona, en este estudio permitio decidir el
momento de aplicacion del bloqueador de RP, administrandolo en la segunda mitad
de la fase lutea, con un nivel sérico de progesterona que asegure la expresion de sus

receptores en el tejido mamario.

Alentar la investigacion en el tratamiento con este adyuvante en hembras caninas
enteras también supone avanzar en modelos de extrapolacion hacia la medicina
humana. Este protocolo de AGLE demostrd ser seguro, ya que no evidencio efectos
colaterales. Por esta razon, este antiprogestageno surge como potencial adyuvante
en el tratamiento de perras con TGM malignos y garantiza futuros estudios en la

especie.
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CONCLUSIONES MAS RELEVANTES

Estudio experimental I

El tratamiento con aglepristone descendi6 los valores séricos de progesterona con
significancia estadistica en perras sin signos clinicos aparentes de TGM en fase

luteal.

El tratamiento con aglepristone disminuyo significativamente la expresion de RP

y del marcador nuclear Ki67 en perras sin signos aparentes de TGM en fase luteal.

Estudio experimental 11

El estadio clinico de perras con TGM malignos maés frecuente en este estudio fue el
II.

El tipo histologico de perras con TGM malignos mas frecuente en este estudio fue

el carcinoma simple.

El grado histologico de perras con TGM maligno mas frecuente fue el II.

El AGLE aplicado como adyuvante en perras enteras con TGM malignos en los
estadios clinicos I, II y III que fueron tratadas quirtirgicamente incrementd en forma

significativa la SLE.

El AGLE aplicado como adyuvante en perras enteras con TGM malignos en los
estadios clinicos I, I y III que fueron tratadas quirtirgicamente increment6 en forma

significativa la SG.

El AGLE a las dosis utilizadas en este trabajo es seguro en pacientes caninos con
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ANEXO 1

Protocolo anestésico

En todas las intervenciones se realizd una premedicacion, con sulfato de atropina
(Atropina, John Martin; 0,04 mg/kg SC), maleato de acepromacina (Acedan,
Holliday-Scott; 0,10 mg/kg ev junto con Tramadol 1mg/ev) y Propofol (Propovet
1,0 g Richmond; 8mg/kg; IV lento), una vez intubado se mantuvo la anestesia con
isofluorano 1,7 vol % y oxigeno, distribuido por sistema cerrado. Como analgésico
postquirtrgico ketoprofeno 1mg/24 h IM y antibiodticoterapia con monohidrato de

cefalexina (Cefal laboratorio AFFORD) 24 mg / 8 h /7 dias PO.
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ANEXO II

Determinacion por inmunohistoquimica de RP y antigeno Ki-67

Técnica de la Peroxidasa

1-

10-

11-

12-

Obtener cortes de 3 micras de espesor y acondicionarlos sobre portaobjetos
positivados (GENEX, USA).

Mantener en estufa a 37°C durante las 24 h previas al procedimiento.
Desparafinar: 3 pasajes por xilol, de 10 min cada uno (observar que elxilol
no esté hidratado, con burbujas o turbio).

Hidratar con 2 pasajes por alcohol 100° de 5 min cada uno.2 pasajes por
alcohol 96° de 5 min cada uno 1 pasaje por alcohol 70° de 5 min.

Lavar con PBS pH 7,4; 2 veces durante 10 min.

Quitar el exceso de PBS e incubar con solucion de peroxido de hidrogeno al
3 % (para inactivar la peroxidasa endogena) 20 min.

Lavar 2 veces con PBS cada 5 min cada uno.

Se realizé tratamiento de recuperacion antigénica con un microondas de uso
doméstico.

Colocar los cortes en jarras de Koplin de pléstico sin tapar, sumergidos en
Buffer de citrato 0,01 molar, pH 6,0. Colocar siempre el mismo nimero de
jarras cerca del centro del plato giratorio, con un numero fijo de preparados
(3 6 4); agregar portaobjetos vacios si es necesario.

Irradiar a potencia 100 % en bafio maria durante 3 min repetir potencia 50
por 9 min.

Reponer el buffer de citrato evaporado y repetir la operacion con los mismos



13-

14-

15-

16-

17-

18-

19-

20-

21-

22-

23-

25-
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parametros.

Dejar enfriar 20 min en el buffer.

Realizar 2 lavados de PBS durante 5 min cada uno.

Colocar bloqueante de biotina endogena (Avidin-biotin-blocking-reagents
Cell Marque, USA).

Incubar con avidina 10 min.

Realizar un Bafio con PBS durante 5 min.12- Incubar con Biotina 10 min.
Lavar 2 veces con PBS por 5 min cada uno.

Permeabilizar la membrana nuclear con triton X 100 al 0,1 % en PBS durante
5 min

Bloquear la adherencia inespecifica mediante la incubacion durante 30min
con suero equino diluido en PBS (1/100) a temperatura ambiente.

Agregar los anticuerpos primarios anti-RP; PR-20 laboratorio Santa Cruz
Biotecnology, Inc. concentracion 1:200 para la inmunomarcaciéon de los
receptores de progesterona, o para inmunomarcaciéon de Ki-67 el antigeno
monoclonal Ki-67 NCL del laboratorio Leica Biosystems, Novocastra Lab,
Newcastle, United Kigngdom una dilucion de 1:100.

Incubar a 4 C° toda la noche.

Realizar 2 lavados con PBS de 5 min cada uno.

Incubar con los anticuerpos secundarios biotinilados inmunoglobulina anti,
anticuerpos de conejo, raton y cabra (Cytoscan Biotinylated Link, Cell
Marque, USA) durante 30 min a temperatura ambiente con cobertura de film.
Lavar 2 veces con PBS dos bafios de 5 min cada uno.

Colocar estreptavidina-peroxidasa de radbano picante (Cytoscan TM HRP



28-

29-

31-

32-

33-

34-

35-
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Detection Systm, Cell Marque, USA) durante 30 min

Lavar con PBS dos veces por 5 min.

Revelar con solucion cromdgena diaminobenzidina (DAB Sustrate Kit, Cell
Marque) durante 15 min control de microscopio optico).

Cortar la coloracidon con un pasaje bajo agua corriente y luego lavar conagua
destilada.

Contrastar los preparados con hematoxilina activada por 1 minuto (Biopur,
Argentina)

Cubrir con agua corriente durante 10 min para que vire el colorante.27- Lavar
con agua destilada.

Realizar un pasaje por alcohol 70 en 1 minuto.29- Realizar 2 pasajes por
alcohol 96 en 1 minuto

Realizar 2 pasajes por alcohol 100 en 1 minuto. Escurrir.

Sumergir en xilol 2 min.

Montar con un medio de montaje sintético (Canadax®, Biopur Argentina).

El control negativo se trata igual que las muestras con el reemplazo del anticuerpo

primario por PBS. Las muestras fueron observadas al microscopio (Axiophot, Carl

Zeiss, Gottingen, Alemania). La adquisicion de iméagenes se realizo a través de una

camara digital (Powershot G6, 7.1 megapixels, Canon INC, Japon), adosada al

microscopio.



