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RESUMEN

Los tumores mamarios (TM) representan el 50% de todas las neoplasias que
afectan a caninos hembras. Debido a su comportamiento similar el canino ha sido
propuesto como modelo animal para el estudio del cancer de mama en mujeres,
por ello, las neoplasias mamarias (NM) son de interés para la oncologia veterinaria

y humana.

El presente trabajo tuvo la finalidad de desarrollar un sistema digital de diagnéstico
citopatoldgico e histopatologico de neoplasias de glandula mamaria en caninos,
que fue aplicado a las muestras recibidas en el laboratorio Divet® en el periodo de
febrero a junio de 2018. Para ello se realizo la revision de 120 cortes histoldgicos y
de 15 muestras citologicas pertenecientes a neoplasias de glandula mamaria
(NGM), las cuales ya tenian previamente un diagndstico dentro del laboratorio. Se

establecio la comparacion entre ambos resultados.

Los resultados con el sistema digital desarrollado muestran que los tumores
mamarios benignos 55% (66/120) fueron casi igualmente frecuente que los
malignos 45% (54/120), las muestras citopatoldgicas e histopatoldgicas de la raza
mas enviada y afectada fue la Poodle, representando el 21.7% (26/120) de la
poblacion, y la edad de presentaciéon mas frecuente fue en perras de 13 afos, con

un 14.2% de la poblacion estudiada.
Se obtuvo una sensibilidad, especificidad e indice de concordancia kappa de

(1,00) entre el diagnostico emitido por el laboratorio y el sistema digital

desarrollado para las neoplasias benignas y malignas de glandula mamaria.

Palabras clave: glandula mamaria, neoplasias mamarias, sistema digital.



INTRODUCCION

La glandula mamaria es un 6rgano integrado por tejido apdcrino modificado
presente sbélo en mamiferos, consiste en una red de ductos rodeados por un
estroma rico en tejido fibrovascular y adiposo. El desarrollo de esta glandula es
unico y su etapa final del crecimiento se da en la hembra adulta durante la prefiez,
donde proliferan los ductos y se diferencian en acinos productores de leche; al
final de la lactacion involuciona preservando su estructura ductal. Las neoplasias
originadas a partir de la glandula mamaria representan en Medicina Veterinaria la
forma mas comun de enfermedad neoplasica en perras enteras (Salas y col.,
2018).

Una neoplasia es un crecimiento descontrolado de las células cuando falla uno de
los mecanismos de control del ciclo celular, esta caracterizado porque las células
transformadas escapan de los limites normales de la division celular, llegan a ser
independientes de estimuladores externos de crecimiento y factores inhibitorios, y
pierden su susceptibilidad a sefiales apoptosicas, esto resulta en un desbalance
entre la division celular, la muerte celular y un aumento neto en el tamafno del
tumor (Zachary y McGavin, 2012). Ademas, estas células pueden migrar e invadir
tejidos lejanos, donde encuentran un nicho apropiado para continuar su
crecimiento originando una metastasis que en muchas ocasiones es la causa de

muerte de los individuos afectados (Sanchez, 2013).

El proceso por el cual las células normales se transforman en cancerosas se
denomina carcinogénesis. El rol de las alteraciones genéticas en la carcinogénesis
fue puesto de manifiesto al descubrir en el genoma humano, genes homdlogos a
genes retrovirales relacionados previamente con el desarrollo de tumores. En
células normales estos genes se denominan protooncogenes y se relacionan con

el crecimiento y proliferacién de las células normales. Cuando se encuentran



mutados se denominan oncogenes y su mutacion es de tipo dominante, es decir,
sblo es necesario que uno de los alelos sufra una mutacion para que la proteina
que codifica gane funcionalidad. Esto generalmente se traduce en aumento de

sobrevida y proliferacion (Sanchez, 2013).

Las neoplasias en general, incluyendo las variedades benignas y malignas difieren
de otros tipos de crecimiento tisulares en al menos cuatro aspectos: no tienen un
fin determinado, lo cual significa que no tienen una utilidad determinada para el
huésped; tienden a ser atipicos, es decir, que sus patrones microscopicos, sus
células individuales son estructuralmente y funcionalmente anormales, en
diferentes grados; tienden a ser autonomos, esto es, pretenden escapar de los
controles que regulan el crecimiento y tienden a ser agresivos (Lleonart y col.,
2000).

1.1. Neoplasias de glandula mamaria

Debido a su comportamiento similar, las neoplasias mamarias (NM) en perras son
de interés para la oncologia humana, y han sido propuestas como modelo animal
para el estudio del cancer de mama en mujeres (Salas y Romero, 2013). Al igual
que sus contrapartes humanas, estos tumores ocurren casi exclusivamente en
hembras, y raramente en machos (Cassali y col., 2006). Después de los tumores
cutaneos, las NM son los tumores mas frecuentes en caninos (Raskin y Meyer,
2010).

Los perros tienen cinco pares de glandulas, las cuales todas pueden desarrollar
uno o mas tumores, benignos o malignos (Withrow y Vail, 2009). Las mamas
abdominales caudales e inguinales son las de mayor desarrollo en cada ciclo y las

mas propensas a desarrollar desoérdenes proliferativos. Las neoformaciones



multiples se originan de manera simultanea o sucesiva, en la misma u otra mama
(Meuten, 1990).

1.2. Etiologia

Existen diversas hipdtesis respecto a los factores desencadenantes de los
tumores mamarios en caninos (TMC), estas incluyen: alteracion de genes
supresores de tumores como el P53, activacidon de oncogenes y trastornos

relacionados con las hormonas sexuales (Cruz y col., 2015).

Multiples estudios relacionan la actividad hormonal propia del ciclo sexual con la
frecuencia de aparicion de NM, llegando a establecer cifras de un 0.5% de
tumores en perras esterilizadas antes del primer celo, un 8% para perras
esterilizadas entre el primer y segundo celo, y subiendo el porcentaje de aparicion
de tumores a un 26% en hembras esterilizadas a partir del segundo celo

(Romairone y Cartagena, 2014).

Se han identificado receptores de estrogenos y progesterona en el tejido mamario
normal, hiperplasico/displasico, y en la mayoria de las NM. Interesadamente la
expresion del receptor hormonal, que es una caracteristica tipica de las células
epiteliales mamarias maduras, tiende a ser reducido o a estar ausente, en tumores

pobremente diferenciados y en lesiones metastasicas (Raskin y Meyer, 2010).

1.3. Diagnéstico

Los tumores mamarios (TM) en caninos han aumentado considerablemente en los

ultimos afos, lo que exige un diagnostico rapido y un tratamiento eficaz para

determinar la supervivencia del animal (Andrade y Figueiroa, 2010).



El diagndstico precoz de los TM se debe realizar en la clinica y también
entrenando al propietario en la exploracién de su mascota, sobre todo en hembras
enteras, en los periodos posteriores al celo (Romairone y Cartagena, 2014).
Durante el examen clinico, deben explorarse las dos cadenas mamarias y los
ganglios linfaticos regionales. El estatus de los linfonodos regionales tiene un
fuerte impacto en la supervivencia de los pacientes (Salas, y col., 2018); (Hellmen
y col., 1993).

1.4. Citopatologia

La citologia puede indicar si se trata de un proceso neoplasico, quistico o
inflamatorio, obteniéndose resultados en tan solo minutos sin tener que esperar
los resultados del examen histopatologico y de esta manera orientar al médico en

su decision terapéutica (Nunez y Montes, 2012).

Las lesiones de la glandula mamaria suponen un reto especial debido a la
diversidad de tipos celulares que pueden estar involucrados y a la frecuente
superposicidon de poblaciones celulares dentro de las lesiones hiperplasicas,

displasicas, neoplasias benignas y malignas (Cowell y col., 2009).

Una desventaja es que muchos procesos inflamatorios o hiperplasicos presentan
caracteristicas similares a los tumores benignos o malignos bien diferenciados.
Ademas, muchos TM son mixtos; con componente epitelial y conjuntivo. Por
ultimo, si el tumor mamario presenta zonas quisticas, las células de revestimiento
de estas areas pueden presentar mas atipias que el propio tejido soélido
neoplasico. Por todo ello, no se recomienda basar el diagnéstico de los TM en el
estudio citologico. La principal utilidad del diagnéstico citolégico es establecer un
diagndstico diferencial con otros tumores cutaneos o subcutaneos localizados en

el area mamaria (lipomas, mastocitomas); (Martinez, 2008).



1.5. Histopatologia

Cuando se efectuan comparaciones, evaluaciones y estimaciones del diagnéstico,
el “estandar de oro” continta siendo el diagnédstico histopatolégico, debido a que
permite conocer datos referidos a la extension local de la neoplasia, invasion
vascular, presencia de necrosis y otros. La descripcibn de éstas y oftras
caracteristicas histoldgicas tienen, en mayor o menor medidas valor pronéstico
(Rosciani y col.,, 2015). Nos permite determinar el tipo del tumor, el caracter
benigno contra maligno, grado histoldégico y asi establecer un prondstico mas

preciso (Meuten, 1990).

Si la neoplasia es muy voluminosa es preferible remitir multiples porciones del
tumor que incluyan los limites visibles del mismo y el transito con el tejido
aparentemente sano periférico, ya que en estas zonas se evaluara el tipo de
crecimiento (expansivo o infiltrativo) y la presencia de fendmenos de embolizacion
vascular. En caso de presentacion multiple de tumores es recomendable la
extirpacién de un numero representativo de ellos, dado que en caninos es comun
que puedan aparecer en el mismo animal tumores de diferente naturaleza y

malignidad (Cartagena, 2011).

La evaluacién de los margenes quirurgicos en el estudio histopatolégico es de
suma importancia, los margenes laterales, profundos y superficiales deben ser
evaluados para la presencia de células neoplasicas. Por ultimo, para determinar la
estadificacion clinica precisa de la neoplasia se deben realizar radiografias de
térax en tres posiciones: ventrodorsal, latero lateral derecho e izquierdo , como un
procedimiento estandar de diagndstico para la evaluacion de la enfermedad
pulmonar metastasica, debido a que la observacion de metastasis a distancia se

asocia con un pronéstico grave (Salas y col., 2018).



No es posible diferenciar clinicamente entre tumor benigno o maligno de mama.
No obstante, algunos signos clinicos (rapido crecimiento, ulceracién, tamafo del
tumor y fijacion a los tejidos circundantes) pueden indicar malignidad (Meuten,
1990). Ocasionalmente resulta un problema diagnosticar las neoplasias
verdaderamente malignas, para ello es de utilidad tener presente el tipo de tumor,
el grado de pleomorfismo celular y nuclear, el indice mitético, la presencia de
areas de necrosis, invasidon microvascular y metastasis a linfonodos regionales
(Goldschmidt y col., 2011).

1.6. Técnicas de diagndstico avanzadas: Inmunohistoquimica

El auge de la oncologia veterinaria y el desarrollo de técnicas diagnosticas en la
actualidad van de la mano con el uso de biomarcadores, entendiendo como
biomarcador aquellas moléculas, caracteres o genes, que debido a su asociacion
con otras moléculas pueden ser detectados con el fin de indicar expresion de otros
genes y permitir un efecto cuantificable. Uno de los ejemplos mas sencillos es el
uso de anticuerpos para inmunohistoquimica (IHQ) con el fin de detectar
receptores que se encuentran en el nucleo, citoplasma o membrana citoplasmatica
de las células transformadas (Salas y Romero, 2016). La IHQ reconoce antigenos
en cortes histoloégicos mediante la incubaciéon de los cortes con anticuerpos
especificos y pone de manifiesto la reaccion inmunolégica mediante una reaccién

histoquimica (enzima-substrato) colorimétrica (visible); (Raskin y Meyer, 2010).

Entre las principales aplicaciones de esta técnica se encuentran: lesiones
proliferativas epiteliales, lesiones papilares, carcinoma “in situ” ductal contra
lobulillar, lesiones esclerosantes y carcinoma “in situ” contra carcinoma invasor
(Vilches y col., 2010).



Desafortunadamente y a pesar de las numerosas publicaciones sobre marcadores
inmunohistoquimicos que existen en la literatura, la tincion IHQ para TMC no se
realiza rutinariamente para apoyar al diagnostico y tratamiento, debido al elevado

costo que solo algunos propietarios quieren aceptar (Nieto y col., 2000).

1.7. Pronéstico

La gravedad y pronostico de los TM dependera de varios factores: tamafo del
tumor, tipo histologico, grado histoldgico, implicacidn ganglionar y comprobacion
de metastasis (Romairone y Cartagena, 2014). El grado histolégico es un factor
pronostico importante. Estudios recientes, indican que el tiempo medio de
supervivencia para TM de grado | es de mas de 37 meses, de grado Il es de 32

meses y de grado Il de 18 meses aproximadamente (Pefia y col., 2012).

Los tumores benignos se controlan con facilidad mediante escision quirargica y
por lo general conllevan un excelente prondstico. Aquellas neoplasias con
presencia de células mioepiteliales (complejas) tienen mejor prondstico que las
simples. Para animales con tumores malignos la sobrevida total es de 4 a 17
meses. Estos suelen causar metastasis durante los 2 afios posterior a la cirugia
(mas comunmente 1 a 9 meses). Ademas, las perras que desarrollaron tanto
tumores benignos como malignos estan en mayor riesgo de desarrollar tumores
malignos en un futuro cercano; por lo tanto debe realizarse un seguimiento
periddico en todos los casos (con una frecuencia de 3 a 6 meses para tumores

benignos o malignos respectivamente), (Hermo y col., 2005).



2. ANTECEDENTES

Hasta hace poco tiempo, la clasificacibn mas empleada en el diagndstico de las
NM era la aceptada por la Organizacion Mundial de la Salud (OMS), que fue
creada por Misdorp y sus colaboradores en 1999 (Misdorp y Organizacion Mundial
de la Salud (Washington), “Collaborating Center for Comparative Oncology”,
1999).

En 1950, Bloom propuso un método para evaluar NGM en mujeres, éste evaluaba
diversos parametros como: la formacion de tubulos, la regularidad en forma,
tamano, tincion nuclear, la hipercromasia nuclear y actividad mitética. Basandose
en una evaluacién subjetiva de estas caracteristicas determind que los tumores

podrian ser de bajo, moderado o alto grado de malignidad.

ARos mas tarde, también para evaluar las NGM en mujeres, Bloom y Richardson
(1957) decidieron reevaluar el método, para facilitar e intentar unificar los criterios,

instaurando un método de puntuaciones.

En 1974, Hampe y Misdorp (OMS) utilizaron una clasificacion para los TMC, en
esta se utilizan tres métodos principales para clasificar los TM: 1) histogenético, 2)
descriptivo histolégico y 3) pronéstico. Esta clasificacion se empled en varios

estudios clinicos (prondstico) e investigativos en Europa y Estados Unidos.

En 1990, Moulton utilizé una clasificacion para displasias, tumores benignos y
malignos de la glandula mamaria del perro y el gato, elaborada para estas
especies ya que los TM en estos animales domésticos son mas frecuentes. La

clasificacion se basa principalmente en la morfologia descriptiva.



Tras varios anos con otras propuestas de gradacion tumoral, Elston y Ellis
decidieron modificar el método de Bloom y Richardson (Elston y Ellis, 1991)
utilizado actualmente en NM en mujeres, conocido como sistema Nottingham, este
método introduce un cambio significativo en lo relativo a la evaluacién de la
hipercromasia nuclear y actividad mitética. Pero por la dificultad de reconocer la
verdadera hipercromasia y distinguirla de los nucleos picnaéticos, decidio eliminarlo

de la evaluacion, y redefinié el método para contar figuras mitéticas.

Las NGM se caracterizan por su heterogeneidad histolégica, por lo cual las
clasificaciones utilizadas sufren constantes revisiones. La OMS ha venido
proponiendo revisiones sucesivas, como las de los anos 1974 y 1999, y debido a
la falta de acuerdo en el diagndstico de las neoplasias mamarias caninas, se ha
publicado recientemente otra clasificacion propuesta por el “American College of
Veterinary Pathologist’s Oncology Committee” avalada por la “World Small Animal
Veterinary Association”, tras el consenso de reconocidos patdlogos veterinarios
fue elaborada en 2011 por Goldschmidt, Pefia, Rasotto y Zappulli (Cuadro 1), esta
nueva clasificacién incorpora nuevos subtipos histolégicos de NM caninas que no
se describen en la clasificaciéon previa (Misdorp y col., 1999). Esta es la
clasificacion vigente, contiene seis nuevos subtipos morfologicos de carcinomas
mamarios caninos en comparacion con la clasificacion de la OMS de 1999: el
carcinoma micropapilar invasor, comedocarcinoma, carcinoma ductal, carcinoma
papilar intraductal, carcinoma y mioepitelioma malignos (Rosciani y col., 2015). La
mayoria de los TM son de origen epitelial. Algunos tumores estan formados tanto
de tejido epitelial, como mioepitelial, con zonas de cartilago y hueso y algunos

pocos tumores tienen un origen mesenquimatoso (Raskin, 2010).



Cuadro 1. Clasificacion de las neoplasias mamarias segun el

tipo histolégico.

1: Neoplasias epiteliales malignas
Carcinoma—in situ
Carcinoma-simple

a. Tubular

b. Tubulo-papilar

¢. Quistico-papilar

d. Cribriforme
Carcinoma—micropapilar invasivo
Carcinoma-soélido
Comedocarcinoma
Carcinoma-—anaplasico
Carcinoma rodeando un adenoma complejo (tumor mixto)
Carcinoma—complejo
Carcinoma y mioepitelioma maligno
Carcinoma—mixto
Carcinoma ductal

Carcinoma intraductal papilar

2: Neoplasias Epiteliales Malignas- Tipos especiales

Carcinoma de células escamosas

Carcinoma adenoescamoso

Carcinoma mucinoso

Carcinoma rico en lipidos (secretor)

Carcinoma de células fusiformes
Mioepitelioma maligno
Carcinoma de células escamosas- variante de células fusiformes
Carcinoma de células fusiformes

Carcinoma inflamatorio

3: Neoplasias Epiteliales Malignas—Sarcomas
Osteosarcoma

Condrosarcoma

Fibrosarcoma

Hemangiosarcoma

Otros sarcomas
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4: Neoplasias Malignas Epiteliales y Mesenquimales

Carcinosarcoma—Tumor Mamario Mixto Maligno

5: Neoplasias Benignas
Adenoma-simple
Adenoma papilar intraductal
Adenoma ductal
-con diferenciacién escamosa (granulos de queratohialina)
Fibroadenoma
Mioepitelioma
Adenoma complejo (adenomioepitelioma)

Tumor mixto benigno

6: Hiperplasia/Displasia

Ectasia ductal

Hiperplasia lobular (adenosis) regular
- Con actividad secretora (en lactacion)
- Con fibrosis
- Con atipia

Epiteliosis

Papilomatosis

Cambio fibroadenomatoso

Ginecomastia

7: Neoplasias del pezén
Adenoma
Carcinoma

Carcinoma con infiltracion epidérmica (Enfermedad de “Paget-like”)

8: Hiperplasia/Displasia del pezén

Melanosis de la piel del pezén

Propuesta de Clasificacion Histolégica (Goldschmidt y col., 2011).

Para la clasificacion de las NM se han utilizado parametros clinicos como
velocidad de crecimiento, tamafo, recurrencia posquirurgica y los parametros
histologicos que incluyen; tejido de origen, morfologia celular, morfologia nuclear,

forma de crecimiento, figuras mitéticas por campo, invasién de vasos sanguineos,
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invasion de ganglios linfaticos regionales y metastasis a distancia, los cuales se
consideran generales para muchas otras neoplasias. Pero los mas aceptados son:
la clasificacion histologica y la clasificacion clinica de los TM (Torres y Eslava,
2007).

Una vez establecida la neoplasia mamaria como maligna y con la finalidad de
establecer un prondstico, se puede hacer uso de un método reciente de gradacion
histologica de carcinomas mamarios caninos adaptado por Pena (Pefia y col.,
2012). Este sistema considera la heterogeneidad de los TM caninos, la forma de
evaluar tumores complejos y mixtos y se adapta para evaluar la gran variabilidad
de nucleos y nucléolos (Cuadro 2). El grado tumoral junto con el subtipo

histolégico es predictivo del comportamiento biolégico de los carcinomas

mamarios.
Cuadro 2. Grados histolégicos de los tumores mamarios caninos
A. Formacion de tubulos' Puntos
1 Abundantes tubulos (< de 75%)
2 Moderada formacion de tubulos 10-75%
3 Minima o ausencia de formacion (<10%)

—_

B. Pleomorfismo nuclear b Nucleo pequefio uniforme o regular e ocasional nucléolo.

2 Grado moderado de variacion nuclear en tamafio y forma,
nucleo hipercromatico y presencia de nucléolo.
3 Marcada variacion en los tamafnos de los nucleos, son

hipercromaticos con 1 0 mas prominentes nucléolos.

C. Mitosis en 10 campos/HPF[] 1 0-9 mitosis 10/HPF
2 10-19 mitosis 10/HPF
3 = 20 mitosis 10/HPF

Grado Histolégico de Malignidad | Puntos | Grado de Malignidad

3-5 | (Bajo, Bien diferenciado)
6-7 Il (Intermedio, Moderadamente diferenciado)
8-9 Il (Alto, Pobremente diferenciado)

a) En tumores complejos y mixtos, el porcentaje de formacion tubular se considera so6lo en areas epiteliales.
En el mioepitelioma maligno la formacion tubular es 2 arbitrariamente. En carcinomas mamarios
heterogéneos, la formacién tubular se considera en la zona maligna mas representativa.

b) En tumores complejos y mixtos el pleomorfismo nuclear se evalla en todos los componentes malignos.

c) Los campos se seleccionan en la periferia o en las partes de la muestra mas activas mitéticamente (no sélo
células epiteliales). Diametro del campo de vision= 0,55mm (Pefia y col., 2012).

*HPF: high-power field (campo de alta potencia).
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3. JUSTIFICACION

El creciente interés de la sociedad por el bienestar animal ha causado una mayor
demanda y preocupacion por parte de los duefios de mascotas en el diagnostico y
tratamiento de las enfermedades que afectan a sus animales; ademas, el avance
cientifico de la Medicina Veterinaria ha permitido mejorar las técnicas de
diagnostico de laboratorio y la creacion de laboratorios especializados de
diagndstico (Chau, 2013).

Las clasificaciones actuales requieren de datos morfo citolégicos, histolégicos y
clinicos para establecer el tipo de neoplasia, y el prondstico de los animales, en
ambos casos se requiere una gran experiencia profesional para establecer
adecuadamente los parametros. La medicina basada en evidencias (MBE) emplea
evidencias previamente publicadas y datos cientificos para establecer el
diagndstico clinico, de laboratorio y final; por ello, la experiencia del profesional
sera minima, lo que requiere es manejar todo este cumulo de informacién
publicada en las revistas cientificas, por lo que los sistemas que manejan una gran
cantidad de datos, basados en la informatica, pueden ser de gran valor para
apoyar la toma de decisiones de diagndstico histopatoldgico en una forma rapida.
Ademas con el uso de estos sistemas y la telepatologia (apoyo de expertos
patélogos a distancia para la interpretacion), se aumenta la capacidad de trabajo

de los laboratorios de diagndéstico.

La finalidad del presente estudio, es aportar un sistema digital (SD), util y practico,
el cual podra brindar a los Médicos Veterinarios Zootecnistas un diagndstico
oportuno de las NGM, basado en la MBE, que disminuya los tiempos de
interpretacion, que no requiera una gran experiencia en los diagnosticos de las
neoplasias y permita la asesoria en la clinica a los médicos veterinarios mediante

el uso de la telepatologia.
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4. HIPOTESIS

Es posible modificar el diagndstico de neoplasias de glandula mamaria que se
realiza actualmente en el laboratorio, el cual es cualitativo y basado en la
experiencia profesional, por un diagndstico cuantitativo, que sea basado en

estadistica y la medicina basada en evidencias.
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5. OBJETIVOS

5.1. Objetivo general

Desarrollar un sistema digital que sea practico para el diagnéstico citopatoldgico e

histopatoldgico de las neoplasias de glandula mamaria en caninos.

5.2. Objetivos especificos

1. Integrar y analizar las clasificaciones actuales de las neoplasias de glandula
mamaria en caninos mediante una investigacion documental.

2. Desarrollar un SD de identificacion y clasificacion citopatolégico e
histopatoldégico para neoplasias de glandula mamaria en caninos,
fundamentado en los analisis morfo histologicos.

3. Clasificar las neoplasias mamarias caninas de la base de datos del
laboratorio, del periodo de febrero a junio de 2018 empleando el sistema
desarrollado.

4. Determinar la frecuencia de los tipos de neoplasias de glandula mamaria
previamente reportados en el laboratorio del periodo de febrero a junio de
2018.

5. Comparar la sensibilidad, especificidad, valor predictivo y factores de error
entre el diagndstico emitido por el sistema desarrollado y el diagndstico

previamente emitido en el laboratorio.
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6. MATERIAL Y METODOS

6.1. Ubicacion

El presente trabajo se realiz6 en la empresa de Especialidades en Diagnéstico S.A

de C.V, laboratorio Divet®, ubicado en Cuautitlan Izcalli, Estado de México.

6.2. Equipo y Material Utilizados

a. Laminillas de cortes histologicos pertenecientes a glandula mamaria de
caninas, tefidas con Hematoxilina-Eosina (H-E), realizadas en el periodo de
febrero a junio de 2018.

b. Laminillas con muestras citologicas tefidas con Papanicolaou y Diff-Quik,
realizadas en el periodo de febrero a junio de 2018.

c. Microscopio 6ptico (Carl Zeiss Standard 25).

d. Programa de computo Open Office Excel.

6.3. Tipo de investigacion

El estudio corresponde con una investigacion cientifica documental retrospectiva,
una investigacion de desarrollo tecnoldgico (sistema digital) y una investigacion

cientifica observacional (evaluacion de neoplasias).

6.4. Investigacion cientifica documental retrospectiva

El estudio se basd en una investigacion documental retrospectiva, esta se llevo a
cabo en la biblioteca de la Facultad de Estudios Superiores Cuautittan Campo 4,
donde se hizo la revision en libros y revistas, de igual manera se buscaron libros,

articulos y revistas cientificas de la base de datos de la biblioteca digital UNAM.
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La estrategia a seguir fue recopilar la informacién, esta se hizo revisando y

analizando cada una de las clasificaciones documentales de las NM en caninos.

De las clasificaciones obtenidas se seleccionaron 3; la primer propuesta de
Hampe y Misdorp (1974); (Figura 1), la segunda de Moulton (1990); (Figura 2), al

final se empled una bibliografia donde se menciona la clasificacidén vigente; la cual

fue elaborada en 2011 por Goldschmidt y col. (Figura 3), se tomé en cuenta esta

bibliografia ya que es la clasificacion mas actual e integra.

o

10

il
12
13

Figura 1. Clasificaciéon de neoplasias mamarias propuesta por Hampe y Misdorp.

MISDORP 1974

BENIGNAS BENIGNAS BENIGNAS BENIGNAS BENIGNAS MALIGNAS

Adenoma Papiloma Papilomatosis duc Fibroadenoma  Tumor mixto ben Carcinoma
Adenocarcinome

Citoplasma:

Células cuboidales o cabicas
Células columnares

Células poligonales

Células redondas

Células pequefias

Clasificacion propuesta en 1974.

Figura 2. Clasificaciéon de neoplasias mamarias propuesta por Moulton.

MOULTON 1990

= BENIGNAS BENIGNAS BENIGNAS MALIGNAS MALIGNAS

= Adenoma, lobular y paj Tumor mixto ben Carcinoma (infiltrante y no infil Carcinoma (infiltrante y no infiltrante) Carcinoma (infiltrante y no inf Carcinoma (infiltrant:
4 Carcinoma lobular Carcinoma papilar, incluye tipo quistico papilar Carcinoma de células escamosas Carcinoma escirético (fib
&

- I

Clasificacion propuesta en 1990.

Figura 3. Clasificacion de neoplasias mamarias propuesta por Goldschmidt y col.

AH A A AK
GOLDSCHMIDT 2011
BENIGNAS BENIGNAS BENIGNAS BENIGNAS BENIGNAS  BENIGNAS BENIGN#
:  Jno
4 |Adenoma-simple Adenoma papilar intraductal (Papiloma ducta Adenoma ductal (adenoma basaloide) Fibroadenoma Mioepitelioma  Adenoma Complejo (Adenomioepitelioma) Tumor mix

Clasificacion propuesta en 2011.
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Una vez que la informacion obtenida fue revisada y analizada, se procedi6 a la
organizacion y clasificacion de las NM con base a los criterios establecidos, para
complementar las caracteristicas se fueron agregando mas criterios histolégicos
de las otras dos clasificaciones. De esta manera se pudo dar un orden a la
clasificacion de NM y asi se generd una propuesta de clasificacion en formato
electronico de dichas neoplasias. Primero se desarrollé la propuesta en un libro de
Excel donde se agregaron los criterios morfo citolégicos e histopatoldgicos que
mencionan los autores en sus clasificaciones y después se introdujeron los

algoritmos adecuados.

6.5. Obtencion y revision de los registros con diagnéstico de neoplasias

mamarias de las muestras del laboratorio

Se hizo la recoleccion en el periodo de febrero de 2018 a junio de 2018 y se
trabajé con 120 laminillas de cortes histolégicos de glandula mamaria y con 15
laminillas con muestras citologicas de caninos que fueron previamente
diagnosticadas como NM en el laboratorio. La informacion clinica de los casos de
las laminillas se obtuvo de la bitacora de registro y posteriormente los datos fueron
capturados mediante el uso del programa de computo Excel. De cada estudio, se
obtuvo la informacion basica de los pacientes como; raza, edad, region afectada y
tamano de la neoplasia.

De forma previa, los cortes histoldgicos y los diagndsticos fueron elaborados y
evaluados por los patdlogos del laboratorio. Brevemente, el proceso consistié en
que los tejidos fueron fijados en formol buferado al 10% durante 24 horas, se
procesaron por el método convencional de inclusién en parafina, fueron cortados a
5 micras de espesor mediante el uso de microtomo, y posteriormente fueron
tefidos mediante Hematoxilina y Eosina (H-E). Las laminillas de muestras
citolégicas fueron obtenidas mediante la técnica de Aspiracion con Aguja Fina

(AAF) y tefiidas con Papanicolaou y/o Diff-Quik.
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6.6. Investigacion y desarrollo tecnolégico (sistema digital)

El primer paso fue trabajar en un libro de Excel, se agregd una fila y en esta se
colocd la clasificacion de Goldschmidt y col. (2011) y en una columna se

acomodaron las caracteristicas histoldgicas y citologicas a evaluar.

En las filas se encuentra la clasificacién de NM, esta se encuentra dividida en dos
grupos; en el primer grupo se ubican las neoplasias mamarias benignas (Figura 4)
y en el segundo grupo las neoplasias mamarias malignas (Figura 5). Las
neoplasias benignas consideradas fueron: adenoma simple, adenoma papilar
intraductal  (papiloma ductal), adenoma ductal (adenoma basaloide),
fibroadenoma, mioepitelioma, adenoma complejo (adenomioepitelioma) y el tumor
mixto benigno. Las neoplasias malignas estan subdivididas en cuatro grupos: 1)
neoplasias epiteliales malignas tipos simples de carcinoma, 2) neoplasias
epiteliales malignas: tipos especiales, 3) neoplasias epiteliales malignas: sarcomas

y 4) carcinosarcoma: tumor mamario mixto maligno.

Figura 4. Neoplasias mamarias benignas.

BENIGNAS

Adenoma
papilar Adenoma Adenoma

CARACTERISTICA CITOPATOLOGICA E HISTOLOGICA intraductal | ductal Complejo Tumor
Adenoma | ({Papiloma |(adenoma (Adenomicepi | mixto Carcinoma-t I

\ . —— d Careino
simple ductal) Fibr na |telioma} benigno n Situ tubular

Clasificacion de Goldschmidt y col., 2011.

Figura 5. Neoplasias mamarias malignas.

1 MALIGNAS

Neoplasias de células

2 2. Neoplasias Epiteliales Malignas: Tipos Especiales 2
P 4 9 ? 3 fusiformes

3. Neoplasias Epiteliales Malignas—Sarcomas

Carcinoma Carcinoma de | Carcinoma Carcinoma
papilar células adenoescam |Carcinoma [ricoen Mioepiteliom |Carcinoma
intraductal escamosas | 0so mucinoso lipidos a maligno inflamatorio | O Cond coma Fibro: Hemangiosarcoma

Clasificacion de Goldschmidt y col., 2011.

19



En las columnas se colocaron las caracteristicas histopatologicas y citologicas,
también divididas en diversos grupos, esta divisidn se hizo en un orden légico para

observar cada laminilla utilizando la MBE.

En el primer grupo se encuentra el tejido que corresponde al parénquima, dividido
a su vez en tres subgrupos; el primero corresponde a la disposicion de tejido en
donde se encuentra diversos criterios como: si tiene apariencia a una criba, si
tiene forma papilar sésil o pediculada, si esta revestido de 1 a 3 células de
espesor, revestido por solo 1 capa de células, tubulos irregulares, sin formacién
tubular, células que forman grupos compactos, formacion de nodulos, papilas se
extienden a la luz, si tienen cavitaciones quisticas y si hay necrosis (focal, zonal).
En el segundo subgrupo se colocaron los acinos (alvéolos), dividido a su vez en;
citoplasma, nucleo, relacion nucleo/citoplasma aumentado o disminuido y
nucléolo, cada uno con criterios para evaluar. El tercer subgrupo corresponde a
los conductos, divididos en; citoplasma, nucleo, relacion nucleo/citoplasma

aumentado o disminuido y nucléolo, también cada uno con criterios para evaluar.

El segundo grupo corresponde al estroma tanto interlobulillar como intralobulillar,
dividido en cinco subgrupos; en el primer subgrupo se encuentra cartilago y/o
hueso, osteoblastos, matriz extracelular eosinofilica densa (osteoide), colageno,
tejido adiposo, calcio, tejido conectivo fibroso, matriz condroide, matriz fibrofila
baséfila (mixoide). En el segundo subgrupo se encuentran las células
mioepiteliales contractiles; las cuales se dividen en: citoplasma, nucleo y nucléolo,
cada uno con diversos criterios histologicos. El tercer subgrupo pertenece a los
fibrocitos, fibroblastos, y miofibroblastos. El cuarto subgrupo concierne a los vasos
sanguineos, aqui se divide en: congestion, hemorragia, o infiltracién de células
neoplasicas. Por ultimo, el quinto subgrupo compete a los glébulos blancos los
cuales se dividen en: linfocitos, monocitos (macrofagos), neutréfilos, eosindfilos,

basdfilos / mastocitos y células plasmaticas.
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A cada grupo se le asignaron posibles valores (1, 2, 3) obtenidos del analisis de la
bibliografia consultada, a cada subgrupo se inserté la funcion de sumatoria para
observar las puntuaciones de cada neoplasia de glandula mamaria y asi poder

darle un valor a dicha neoplasia.

En cada subgrupo se agregaron diversos criterios, los de importancia en la
interpretacion son los nucleares y los nucleolares (Nufez, 2007), aunque en orden
los primeros que se observan son los criterios celulares, los que se tomaron en

cuenta son:

e Anisocitosis: presencia de células de diferente tamanio.

e Pleomorfismo celular: células de diferente forma.

De los criterios nucleares los mas frecuentes de evaluar son:

e Anisocariosis o diferencia en el tamafo de los nucleos.

e Nucleos de forma irregular.

e Incremento del tamafio nuclear, lo que conduce a un aumento de la relaciéon
nucleo:citoplasma.

e Incremento del contenido en cromatina y distribucion irregular de la misma
(cromatina condensada o heterogénea).

e Un indice mitdtico elevado indica malignidad. Mucho mas definitivo que el
incremento del indice mitético es la presencia de mitosis atipicas que
siempre es indicativa de malignidad.

e Los nucléolos de las células normales deben ser unicos, redondos y de
pequefio tamano (1-2um). La presencia de nucléolos multiples, de formas
anormales y/o de gran tamafo (>5um) es signo de malignidad (Martinez,
2008).
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6.7. Investigacion cientifica observacional

Cuando se tuvo en orden la clasificacion en el SD desarrollado se procedi6 a la
lectura de las laminillas recolectadas implementando dicho sistema, los cortes
histoldgicos y laminillas de citopatologia fueron revisadas sin tomar en cuenta el
diagndstico emitido previamente. Se hizo la revision de los 120 cortes histolégicos

de glandula mamaria. Cada corte histologico se observé en el microscopio optico.

En la revision de cortes histolégicos, se hizo la clasificacion segun su aspecto
histolégico, examinado en primer lugar si el tejido tenia transformacién o no, para
este trabajo todos los tejidos tenian transformacion, en segundo lugar se observo
si la transformacion era benigna o maligna, y en tercer lugar se examin6é dénde
estaba dicha transformacion, si era perteneciente del parénquima, del estroma, o
de ambas, con la finalidad de poder definir su histogénesis (epitelial, mesenquimal
y/o tipo mixto), para después determinar su grado de diferenciacion y evidencia de

invasion (estromal y vascular), y su clasificacion morfologica.

En cada grupo, el cual se empezo por el parénquima y después por el estroma, se
le fue asignando un valor de 0 a 1, donde el O corresponde a que no presentaba el
criterio descrito, y el 1 a que si lo presentaba. Se evaluaron los criterios del
citoplasma, del nucleo si este presentaba mitosis atipica o mitosis tipica, la mitosis
tipica se evalud con una puntuacion del 1 al 3, donde 1 representa de 1 a 9 mitosis
por 10 campos de 40 X, 2 representa de 10 a 19 mitosis por 10 campos de 40 X'y
el 3 representa de 20 a mas mitosis por 10 campos de 40 X, se evalud la relacién
nucleo/citoplasma: aumentado o disminuido, y los criterios del nucléolo. En la
seccién del estroma se hizo la evaluacion con una puntuacién del 1 al 3, donde 1)
es escaso, 2) moderado y el 3) abundante, esto se realizé en los subgrupos que
pertenecen a los fibrocitos, fibroblastos y miofibroblastos, asi como en los vasos

sanguineos y los glébulos blancos.
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6.8. Analisis entre la evaluaciéon histolégica emitida en el laboratorio y la

evaluacién histolégica emitida con el SD

Con los resultados obtenidos, se realizé una valoracion de prueba diagndstica
para determinar la sensibilidad, especificidad y la correlacion entre el diagnédstico
emitido por el laboratorio y el emitido por el SD desarrollado. Esta valoracion se
clasifico de acuerdo a lo establecido por Landis y Koch (1977), en la cual
mencionan que existen varios indices de concordancia propuestos, el mas preciso
es la proporcion de acuerdos observados, es decir (a + d)/N. Este indice es muy
intuitivo y facilmente interpretable: tomara valores entre (0) total desacuerdo y (1)
maximo acuerdo. Sin embargo como indicador de reproducibilidad tiene el
inconveniente de que aun en el caso de que los dos observadores clasifiquen con
criterios independientes se produciria un cierto grado de acuerdo por azar. Es
deseable que un indice de concordancia indique el grado de acuerdo que existe
por encima del esperado por azar. En este sentido, el indice mas usado es el

propuesto por Cohen (1960) denominado indice kappa (k).

Finalmente, se sometieron a estudio de frecuencia la edad, raza, comportamiento

bioldgico, después esta informacion se presento en tablas y graficas.
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7. RESULTADOS

En los cuadros (3, 4) se muestran algunos criterios histolodgicos y citologicos que
se encuentran en la base de datos desarrollado en Excel, se mencionan algunos

criterios que tuvieron mayor relevancia para obtener un diagnostico.

Cuadro 3. Criterios morfo histolégicos y citolégicos del parénquima y estroma de la GM.

Citoplasma Anisocitosis
Pleomorfismo
Acines Anisocariosis
(alvéolos),
Parénquima conductos Pleomorfismo
i 1/
Multinucleacion
Estroma y células NUcleo:
mioepiteliales Mitosis Atipica
Mitosis Tipica
Relacion N/C Aumentada/disminuida
Nucléolo Macronucleolo
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Cuadro 4. Criterios morfo citolégicos en acines, células ductales y células mioepiteliales.

Acines
/
Células
ductales
y
Células
mioepiteliales

Citoplasma

Anisocitosis

Pleomorfismo

Nucleo:

Anisocariosis

Pleomorfismo

Multinucleacién

Mitosis Atipica

Mitosis Tipica

Relacién N/C

Aumentada / disminuida

Nucléolo

Macronucleolo

El sistema digital desarrollado fue accesible y practico de utilizar, a continuacion

se explica la manera de utilizarlo.

Paso 1. Se abre el programa Open Office Excel en el cual aparecen 4 hojas

(Figura 6), nombradas como: hoja 1) clasificacion de las neoplasias benignas y

malignas, hoja 2) laminillas de los casos observados, hoja 3) evaluacion de las

laminillas, y hoja 4) sumatorias para el diagnostico.

30
31
32
33
34
35
35

37

4 4+ M Q ClASIFICACION

Figura 6. Hojas utilizadas en el programa Excel.

|Crumﬂtinﬂ agrupada |
Mitosis Tipica (1, 2, 3)

RELACION [AUMENTADA
NIC DISMINUIDA

Basofilo / Prominente
Unico

Huniclaenln: TR ifinle=
Lamini J i r

En la primera hoja se encuentra la clasificacion de las neoplasias benignas y

malignas con las puntuaciones en los criterios citoldgicos e histopatoldgicos.
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Paso 2. En la segunda hoja se ubican los criterios para la revisioén de las laminillas,

en esta hoja se anexa una puntuacién conforme se va observando cada laminilla,

se inserta una puntuacion de 1 a 3 en los criterios como: anisocitosis,

pleomorfismo celular y nuclear, anisocariosis, mitosis tipicas, (donde 1 significa

escaso, 2 moderado, y 3 abundante); (Figura 7).

]
LA Fd = o uh | 00~

?wwwwrgtgr\jm
3o e

37
38

Figura 7. Lectura de laminillas.
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Paso 3. Una vez que se termina de leer la laminilla, se copia la columna de la

laminilla observada, y se procede a pasar a la hoja 3) evaluacion.
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Paso 4. En la hoja #3 se pega la columna seleccionada en el primer recuadro

debajo del numero de caso (Figura 8).

12

== =1 = ENRT ) [T NS P

Figura 8. Hoja de evaluacion de laminillas.
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Paso 5. Posteriormente pasar a la hoja de sumatorias (Figuras 9 y 10), en esta

hoja se observara que puntuacidon se obtiene, la cual se marcan con color verde

las neoplasias con mas coincidencias, de un color verde mas marcado se indica la

neoplasia que tiene mayor puntuacion.

Figura 9. Hoja de sumatorias con los diagnésticos de GM.

= B c D E E G H
Adenoma
papilar Adenoma
intraductal |ductal
Adenoma (Papiloma (adenoma Fibroadenom
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Sin formacion tubular 0 0 0 0
Revestidos de 1a 3 0 0 0 0
- . Revestidos por 1 capa 1 0 0 0
Parenquima DISPOSICION Tobulos imequiares 0 0 0 0
Fomacion de nddulos 0 0 0 0
Células neoplasicas 0 0 0 0
Cavitaciones Quisticas
Células cuboidales o 1 1 1 1
Células columnares 0 0 0 0
Células poligonales 0 0 0 0
Células redondas 0 0 0 0
Citoplasma: Células fusiformes - 0 0 0 0
Basofilo (1,2.3) 0 0 0 0
Eosinofilo {1.2.3) 1 0 1 1
Anisocitosis (1,2,
Pleomorfismo {1
Vacuolas 0 0 0 0
Redondo 0 0 0 0
Cvalado - Fusiforme 1 0 1 1
Alargados ("forma de 0 0 0 0

Parenquima

kM|

CLASIFICACION - Laminilas

Aci

Binucleado

evaluacid

sumatorias I neoplasias befij4 [ _w__|

Estroma
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Figura 10. Diagnéstico de laminillas.
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Esto se logra gracias a algoritmos donde se agregaron condicionantes, los cuales
indican si la laminilla observada coincide con la puntuacion en los criterios
citolégicos e histopatoldgicos, también marcara si tiene una puntuacion en los
criterios donde se hacen valoraciones del 1 a 3, estas coincidencias las toma en
cuenta en cada neoplasia de la hoja de clasificacion de neoplasias mamarias
benignas y malignas ubicada en la hoja #1, posteriormente se hace la

comparacién y sumatoria en la hoja #4, dando la puntuacion final (Figura 11).

Figura 11. Condicionantes de las laminillas.

E22 > I~ =SI{CLASIFIC}&CIGN IE24=1,51{evaluacidn ISE22 = CLASIFICACION 1E24,1,0),0}
A B ~ oy = I =
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18 Anisocitosis (1
19 Pleomorfisme [1
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21 Redondo ] ] 0 0 0
| Ovalado - Fusiforme i 0 1 1
23 0 0 0
24
25
26 P : =
37 arenquima Acines (alveolos)
%
pat}
30 Cromatina agrupada
31
32
33 RELACIGN NiC AUN1EMT:ADA o 0 0 o
34 DISKINUIDA 0 0 0 ]
35 Basofilo / Prominente 1 0 1 1
35 Unico 1 0 0 1
37 Nucledlo: Milttiples. 0 0 0 0
38 Macronucleolo
39 Central 1 0 0 1]
40 Necrosis focal 0 0 0 0
41 Necrosis multifocal 0 0 0 o
42 Necrosis zonal o 0 0 o
43 Waterial 0 0 0 0
B -
45 Granulecitos 0 0 0 o
45 HE Mucina 0 0 0 o
47 Cordones v tibulos 1] 0 0 0
48 Restos de querating 0 0 0 0
49 Células cuboidales o 1] 0 0 o
50 Células redondas 0 0 0 0
51 Células fusiformes - 0 0 0 0
= 5 = rahilas columnarse L e A | n n
M4 b M ASIF Laminilas " evaluacidn | sumatorias .~ neophsasbe{]4 [ |

Esta base de datos y las formulas empleadas se estan desarrollando como

programa (Software) para ser patente en otra tesis secuenciada.
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Empleando el sistema digital desarrollado se evaluaron las 120 laminillas de cortes
histopatoldgicos y las 15 laminillas de citopatologia, cuyo diagndstico previo fueron

neoplasias mamarias.

Las figuras (12 a 23) que a continuacion se presentan muestran criterios morfo
histologicos y citologicos que son de importancia al momento de revisar las

laminillas.

Figuras 12 y 13. Seccion histolégica de GM donde se observa anisocitosis en los acines

glandulares.

(Tincion H-E, 40x) (Tincion H-E, 40x)

Figuras 14 y 15. Seccion histolégica de GM donde se observa anisocariosis en los tubulos.

(Tincion H-E, 100x). (Tincion H-E, 100x).
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Figuras 16 y 17. Seccion histolégica de GM que muestra nucleos pleomorficos

(flechas negras) y mitosis tipica (flecha azul) en los tubulos.

(Tincién H-E, 40x). (Tincién H-E, 100x).

Figura 18. Seccion histologica de GM donde se observa relaciéon nucleo/citoplasma

aumentada (flechas negras), y material proteinaceo en la luz de los acines (rombo).

(Tincién H-E, 40x)
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Figuras 19 y 20. Seccion histolégica de GM que muestra papilas ductales (rombos).

(Tincion H-E, 10x). (Tincion H-E, 40x).

Figura 21. Seccioén histolégica de GM que muestra matriz cartilaginosa, donde se observan

condrocitos.

(Tincién H-E, 100x)
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Figura 22. Células ductales de GM donde se observa anisocitosis.

(Tincion Diff Quik, 40x)

Figura 23. Células ductales de GM que muestra anisocariosis y pleomorfismo nuclear.

(Tincion Diff Quik, 40x)
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7.1. RESULTADOS DE ESTUDIOS DE HISTOPATOLOGIA

En el analisis de laboratorio, que se llevé a cabo en el programa de Excel; se
obtuvieron registros en los cuales se percibié que las neoplasias se presentaron
en 31 diferentes razas, siendo la raza Poodle la que tuvo mayor frecuencia con 26
casos (21.7%), seguida de los caninos “sin raza” con 17 casos (14.2%), la raza
Cocker Spaniel con 11 casos (9.2%) y a la par las razas Maltés y Schnauzer
estandar con 8 casos (6.7%). Las 26 razas restantes representaron 62 casos
(48.2%) (Figura 24).

Figura 24. Frecuencia de razas caninas de las muestras histopatologicas recibidas en el

laboratorio, que son mas afectadas con neoplasias mamarias.
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El rango de edades de los caninos con neoplasias mamarias fue amplio (1 afio a

16 afos), incluyendo la referencia de edad “desconocida”. La mayor recurrencia

fue alos 13 afos (14.2%), luego a los 8 afos (12.5%), a los 9 afos (10.8%) y a los

7 afnos (10%). La mayor concentracion de casos benignos fue de 6 a 10 afios, la

relacion aumentoé en las neoplasias mamarias malignas en perras de 13 afos

(Figura 25).

Figura 25. Caninos afectados con neoplasias mamarias benignas y malignas (edad).
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Con base al analisis histopatologico, del total de las neoplasias mamarias los
tumores mamarios benignos fueron un poco mas frecuentes 55% (66/120), que los
malignos 45% (54/120). En la figura 26 se grafican los casos de las neoplasias
mamarias encontradas. De las neoplasias benignas, el Tumor Mixto Benigno de
Glandula Mamaria (TMB) fue el mas frecuente con el 28.3% (34/120), seguida del
Adenoma Simple (AS) 9.2% (11/120), junto con el Adenoma Quistico (AQ) 9.2%
(11/120).

Figura 26. Neoplasias mamarias benignas segtn el diagnéstico emitido.
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Clasificacién morfolégica

TMB: tumor mixto benigno de glandula mamaria; AS: adenoma simple; AQ: adenoma
quistico; AC: adenoma complejo; FIBROA: fibroadenoma; AMPI: adenoma mamario

papilar intraductal.
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De las neoplasias malignas, las mas frecuentes fueron los Carcinomas Mamarios
Complejos de Grado Intermedio (grado IlI) con el 16.7% (9), le sigue el
Adenocarcinoma 13% (7), después el Carcinoma Mamario Complejo con el 11.1%
(6), seguido del Hemangiosarcoma 7.4% (4), las otras neoplasias representan el

51.8% (Figura 27).

Figura 27. Neoplasias mamarias malignas segun la clasificacién desarrollada.

10

Frecuencia
.

CCMCG-II ACA CcCcMcC HEMS

Clasificacién morfologica

CCMCGH-II: carcinoma mamario complejo de grado intermedio (G-IlI); ACA: adenocarcinoma;

CCMC: carcinoma mamario complejo; HEMS: hemangiosarcoma.

El tamano de las masas tumorales tomado de la historia clinica enviada por el
MVZ, fue muy variado: los de mayor frecuencia, fueron de 1 a 4 cm con el 40%
(48/120), seguidos por los de 5 a 10 cm 31.7% (38/120), y los de menor de
frecuencia fueron > 15 cm (5/120; 4.2%). Las neoplasias benignas tendieron a ser

de 1 a4 cmy las malignas entre 5 a 10 cm (Figura 28).
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Figura 28. Neoplasias mamarias segun el tamafo (cm).
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7.2. RESULTADOS DE ESTUDIOS DE CITOPATOLOGIA

En el caso de los estudios de citopatologia (Figura 29), fueron 9 razas las que

presentaron neoplasias mamarias, la raza mas frecuente también fue la Poodle

con el 26.7% (4/15), le sigue la raza Yorkshire Terrier con 20% (3/15) y los Pit bull

13.3% (2/15).

Figura 29. Frecuencia de razas de las muestras enviadas al laboratorio con NM

POODLE

diagnosticadas por citopatologia.
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La frecuencia de edad fue de 4 a 7 afios en las neoplasias benignas, y de 8 a 11

afos para las neoplasias malignas (Figura 30).

Figura 30. Caninos afectados con NM benignas y malignas de acuerdo a la edad en la que

enviaron el estudio.
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De las neoplasias benignas el 53.3% (8/15) fue Adenoma, el 13.3% (2/15) fue
Tumor Mixto Benigno. Para las neoplasias malignas, el 33.3% (5/15) fueron
carcinomas (Figura 31).

Figura 31. Frecuencia de neoplasias mamarias diagnosticadas con el sistema.
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7.3. ANALISIS ENTRE DIAGNOSTICOS

El 55% de las neoplasias diagnosticadas en el laboratorio como benignas,

resultaron de igual forma benignas con el SD desarrollado. De igual manera el

45% de las neoplasias diagnosticadas en el laboratorio como malignas, resultaron

malignas con el SD desarrollado (Cuadro 5). Con estos resultados se calcul6 el

indice de concordancia Kappa, que fue de 1,00 (Cuadro 6).

Cuadro 5. Neoplasias diagnosticadas en el laboratorio y con el SD desarrollado.

Diagnéstico laboratorio

Sistema digital Neoplasias Benignas Neoplasias Malignas Total

desarrollado
Neoplasias Benignas 66 0 66
Neoplasias Malignas 0 54 54
Total 66 54 120

Cuadro 6. Escala de valoracion de la concordancia; Landis y Koch (1977).

Valor de kappa

Grado de concordancia

0,81-1,00 excelente
0,61-0,80 buena
0,41 -0,60 moderada
0,21-0,40 ligera
<0,20 mala

La sensibilidad y especificidad fueron:

Sensibilidad= a / (a+c)

Especificidad= d/ (b+d)

Se=1

Es=1
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Los valores predictivos tuvieron como resultado:

Valor predictivo positivo= a/ (a+b) VPP=1

Valor predictivo negativo= d / (c+d) VPN= 1

El en cuadro 7 se muestra el diagndstico del comportamiento biologico de las

neoplasias benignas diagnosticadas en el laboratorio y con el SD desarrollado, los

cuales fueron iguales.

Cuadro 7. Neoplasias benignas de GM diagnosticadas en el laboratorio y con el SD

desarrollado.

HISTOPATOLOGIA

Diagnéstico laboratorio ¢

Ad
simple

Ad Ad Fibro- Ad Tumor
papilar quistico | adenoma | Complejo | mixto
intraductal benigno

Total

Adenoma
simple

1"
1"

1"

Adenoma
papilar
intraductal

Adenoma
Diagnéstico quistico
sistema

1"
1

1

desarrollado
-

Fibroa-
denoma

Adenoma
Complejo

Tumor
mixto
benigno

34

34

34

Total

1"

66

Ad: adenoma
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En los diagnédsticos de neoplasias malignas de GM emitidos por el laboratorio y los
emitidos por el SD desarrollado (Cuadros 8 y 9), solo se vio una diferencia en el
diagnostico de Comedocarcinoma y Carcinoma papilar intraductal ya que en el
laboratorio se diagnosticaron como Carcinoma tubular y Carcinoma papilar.

Cuadro 8. Neoplasias malignas de GM diagnosticadas en el laboratorio y con el SD
desarrollado.

Diagnostico laboratorio ¢
HISTOPATOLOGIA Ca Comedo- Ca Ca Ca Adeno | Adeno | Total
Ca Tabulo | carcinoma | complejo | tipo papilar | Ca Ca-
tubular | papilar mixto | intra papilar
ductal
Ca tubular 2 - 2
3
Ca 2 - 2
Tuabulo-
papilar 3
Comedo- 1 - 1
Ca 0
Diagnéstico
Z'Stema" w | ca 22 22
esarrollado complejo 22
-
Ca 1 1
tipo mixto 1
Ca papilar 1 - 1
intraductal 0
Adeno- 1 1
Ca 1
AdenoCa ¢ |0 o o 5 5
papilar 5
Total 3 3 0 22 1 0 1 5 45

Ca: carcinoma
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Cuadro 9. Neoplasias epiteliales malignas de GM diagnosticadas en el laboratorio y con el

SD desarrollado.

Diagnéstico laboratorio

HISTOPATOLOGIA Osteosa | Fibrosar | Hemangiosar | Tumor mamario | Total
r mixto maligno
(Carcinosar)
Osteosarcoma 1 1
1
Diagnéstico | Fibrosarcoma 1 1
sistema 1
desarrollado
Hemangiosarcom 4
a 4
Tumor mamario 3 3
mixto maligno 3
Total 1 1 4 3 9

Sar: sarcoma

Los diagndsticos de muestras citopatologicas de GM emitidos por el laboratorio y
los emitidos por el SD desarrollado fueron iguales (Cuadros 10y 11).

Cuadro 10. Neoplasias benignas diagnosticadas en el laboratorio y con el SD desarrollado.

CITOPATOLOGIA Diagnéstico laboratorio
Sistema digital Adenoma Tumor mixto Total
desarrollado benigno
Adenoma 8 0 8
Tumor mixto benigno 0 2 2
Total 8 2 10

Cuadro 11. Neoplasias malignas diagnosticadas en el laboratorio y con el SD desarrollado.

CITOPATOLOGIA Diagnéstico
laboratorio
Sistema digital Carcinoma Total
desarrollado
Carcinoma 5 5
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8. DISCUSION

El incremento en los casos de enfermedad neoplasica en Medicina Veterinaria
ejerce mayor demanda y desarrollo de la oncologia veterinaria, tanto con fines
diagndsticos como con fines terapéuticos (Salas y Romero, 2013). Por esta razon,
el perro ha sido propuesto como modelo animal debido a que ha demostrado ser
una fuente importante de informacion de la enfermedad en mujeres con cancer de

mama (Schafer, 1998).

Las clasificaciones de los TM son extensas y diversas, por tal razon, es importante
tenerlas presente para una correcta identificacion de neoplasias (Sanchez y
Guarin, 2014).

La heterogeneidad histolégica observada en las neoplasias mamarias caninas
presenta una considerable dificultad a la hora de designar un método preciso para
la emision de un diagnéstico. Cabe sefalar que no hay estudios previos en
medicina veterinaria que clasifique las neoplasias de glandula mamaria en un

sistema digital mediante un estudio histologico o citolégico.

En 1974 Hampe y Misdorp de la OMS, publicaron la primera “Clasificacion
histoldgica internacional de tumores de animales domésticos”, esta clasificacion se
basa en homologar lo mas posible las neoplasias mamarias en caninos a los
tumores mamarios humanos, agrupar de manera ordenada los diversos tipos
histolégicos de tumores mamarios caninos y establecer una prediccion de la
conducta del tumor luego de la reseccidon quirurgica. Clasificaron los tumores
mamarios como “complejos” cuando estan presentes células mioepiteliales y
células epiteliales secretoras, y “simples” cuando sélo un tipo de estas células esta

presente.
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Moulton (1990) agrega y especifica los criterios histologicos y citolégicos e incluye
los tumores mamarios benignos como; el adenoma, el tumor mixto y el
mioepitelioma pero no incluye los tumores de la piel de la glandula mamaria, como
algunos ejemplos son el papiloma (incluido el papiloma de la piel del pezén), el
lipoma, el hemangioma, el fiboroma y el fibrosarcoma. En esta clasificacién, la
informacion de los criterios histologicos y citolégicos es escasa para determinar el
diagndstico de las neoplasias, solo se mencionan algunos criterios de

diferenciacion como la presencia de papilas, cartilago y hueso.

En la clasificacion propuesta por Goldschmidt y col. (2011), se comparan los
sistemas de clasificacion de los carcinomas mamarios caninos y su uso para el
pronéstico, junto con la clasificacion histologica. En esta clasificacion se agregan
nuevos tipos histolégicos, como el carcinoma inflamatorio, el cual refleja signos
clinicos asociados con reacciones inflamatorias como eritema, calor y dolor.
Algunas neoplasias malignas (por ejemplo; carcinoma sélido y carcinoma
anaplasico) conservan los mismos nombres, mientras que otras (carcinoma
micropapilar invasivo y carcinoma ductal) estan separadas de sus tipos asignados
previamente. Ellos incorporan las dos clasificaciones anteriores y afiaden criterios

histologicos y citologicos mas detallados para poder obtener un diagndstico.

Cuando se recabo, analizé y establecid la informacién de las tres clasificaciones:
Hampe y Misdorp (1974), Moulton (1990) y Goldschmidt y col. (2011), se diseno la
base de datos en Excel, con el propésito de desarrollar un sistema digital y asi
poder evaluar el valor diagnostico de las neoplasias mamarias en caninos, fue
imprescindible conocer la estructura de la glandula mamaria, los términos de los
criterios morfo histolégicos y citolégicos para facilitar la interpretacion de las
laminillas. ElI SD desarrollado fue accesible y a su vez la lectura de las laminillas

fue practica con las divisiones que se emplearon: parénquima y estroma.
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La frecuencia con la que se reciben casos de NGM en el laboratorio de patologia
veterinaria hace necesario el uso de nuevas herramientas que permitan un
diagndstico rapido y mas acertado, ya que establecer una clasificacion morfolégica
de las NGM en caninos ofrece oportunidades de control eficaces y por ende una
ventaja sustancial traducida en mejor calidad de vida y prondstico para las

pacientes con dicha neoplasia.

Para realizar el analisis histologico y citopatolégico se desarrollé en Excel un
sistema digital donde se incluyeron los criterios de malignidad con el fin de llegar a
un diagnostico certero. Existen criterios generales de malignidad como la
anisocitosis, macrocitosis, la hipercelularidad y el pleomorfismo, que no tienen
gran peso en la interpretacién final, al igual que los criterios de malignidad del
citoplasma como la basofilia y la vacuolizacion. Como menciona Nufez (2007) los
criterios de importancia capital en la interpretacion son los nucleares y los

nucleolares.

Sanchez y Guarin (2014) mencionan que existe una gran controversia para
demostrar si son mas frecuentes los TM en razas puras o en mestizos, lo que esta
influenciado de forma directa por parametros como la localizacion geografica de
los animales estudiados y la preferencia de los propietarios por unas razas
comparadas con otras. Estudios epidemioldgicos frecuentemente reportan mayor
susceptibilidad en razas de talla pequeha, aunque se ha incrementado la
presentacion en animales de talla grande, dependiendo también el sitio donde se
lleve a cabo el estudio, sin embargo, las razas mas reportadas incluyen al Poodle,
Maltés, Chihuahua, Beagle, Cocker Spaniel, Yorkshire Terrier entre otras (Salas y
col.,, 2018). Zatloukal y col. (2005) indican que los Poodle, Cocker Spaniel y
Dachshunds son las razas mas afectadas tanto por tumores malignos como

benignos.
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En el presente trabajo encontramos que las muestras con mayor envio al
laboratorio para su estudio histopatolégico fue la raza Poodle, seguido de los
caninos “sin raza”, Cocker Spaniel, Maltés y Schnauzer estandar. Lo cual coincide
con un estudio realizado por Nufiez y Montes (2012) donde también se reportd
una incidencia elevada en la raza Poodle, seguida de caninos “sin raza”, y en
tercer lugar los Cocker Spaniel. De igual manera, Salas y col. (2016) observaron
que las razas con mayor tendencia a desarrollar neoplasias mamarias fueron la
raza Poodle, el Cocker Spaniel y el Dachshund. Por su parte, Oliveira y col. (2010)
demostraron que las cinco razas mas prevalentes en su estudio fueron: Poodle,

Cocker Spaniel, Dachshund, Pastor y Pinscher.

El promedio de edad en que se presenta NGM es de 10-11 afios, con un intervalo
de 2-16 anos (Nufez y Montes, 2012). En el presente estudio se percibié que la
mayor frecuencia de caninas con neoplasias mamarias benignas fue de 8 afos,
mientras que para las neoplasias malignas la incidencia fue de 13 afios, afectando
mayormente entre los 6 a los 13 afios. Lo cual coincide con los resultados de otros
estudios como el realizado por Salas y Romero (2016) donde se observé que el
TMC afecta con mayor frecuencia a las perras mayores de 8 afnos de edad.
También Withrow, Vail y Page (2013) mencionan que los TM especialmente los

tumores malignos, son extremadamente raros en perros menores de 5 anos.

Desde el punto de vista histolégico los TM representan el 50% de todas las
neoplasias que afectan a perros hembras (Andrade y Figueiroa, 2010) y la
mayoria de los estudios histopatoldgicos han demostrado que aproximadamente el
50% de los tumores registrados son benignos (Morris y Dobson, 2001). En el
presente estudio se encontré que la frecuencia de presentacion de las neoplasias
mamarias benignas fue de 54.2% y malignas fue de 45.8%, proporcién similar a la
observada en el estudio realizado por Salas y col. (2016) donde se trabajé con 178

tumores; de estos tumores el 58.4% (104) fueron tumores benignos y el 41.6%
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(74) fueron malignos. Igualmente, Pefa y col. (2012) realizaron un estudio donde
se revisaron 65 casos de perras con tumor mamario, en este se encontré que el
70.8% (46) presentaban al menos un tumor maligno, aunque se observaron
neoplasias benignas concurrentes y displasias en el 77% (50) de las 65 pacientes.
En nuestro estudio observamos el 45% que concordaron a neoplasias malignas.
Similar a lo que menciona Sorenmo (2003) donde observé que las neoplasias

mamarias malignas corresponden aproximadamente del 40% al 50%.

En caninos, asi como en mujeres, la mayoria de los tumores mamarios son de
origen epitelial, y su incidencia se incrementa con la edad; el patron de metastasis
mas comun comprende ganglios linfaticos regionales y el pulmén
(Kumaranguruparan y col, 2006). Algunos, sin embargo pueden tener una
histologia mixta que consta de tejido epitelial y mioepitelial, con areas de cartilago
y hueso, y algunos tumores son de origen puramente mesenquimal (Sorenmo
2003).

Meuten (2002) menciona que de la variedad de tumores clasificados como
benignos, el que se presenta con mayor frecuencia es el tumor mixto benigno. Los
cuales se caracterizan por una mezcla compleja de células epiteliales vy
mioepiteliales que ocasionalmente presentan metaplasia condroide, 6sea o
escamosa (Cassali y col.,, 2006). En el presente estudio se obtuvo el 28.3%
(34/120) de caninos con tumor mixto benigno, lo cual coincide con el trabajo
realizado por Im y col. (2014) donde mostraron que los TM benignos mas
comunes son el tumor mixto benigno y el adenoma complejo. También, Cruz,
Eraso y Pedraza (2015) identificaron que las neoplasias benignas con mayor
presentacion fueron el tumor mixto benigno y el adenoma simple. De igual modo,
Tabacchi y col. (2000) también senalaron que el tumor mixto benigno se
encontraba entre las neoplasias benignas mas comunes, seguido de los

adenomas.
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En primer lugar se observé una frecuencia de Carcinomas Mamarios Complejos
de Grado Intermedio (grado Il) con el 16.7%, en segundo lugar el Adenocarcinoma
13%, y en tercer lugar el Carcinoma Mamario Complejo con el 11.1%. También
coincide con lo descrito por Cruz y col. (2015) donde la neoplasia maligna
predominante fue el carcinoma. No obstante, Couto y Nelson (2000, en Peru)
indican que el adenocarcinoma es el tumor mamario maligno mas comun en las
perras. De igual manera, Hermo (2005) refiere que el adenocarcinoma es el tipo

mas comun en los TM malignos caninos.

En cuanto al tamano, lo encontrado en este estudio fue que las neoplasias
benignas fueron < 10 cm. Coincidiendo con Ferreira y col. (2009) mencionan que

80% de los tumores benignos son < 5 cm.

Ressel y col. (2013) encontraron que el diametro de los carcinomas (8 cm) fue
mayor que el de los adenomas mamarios (3 cm) y que la sobrevida es menor en
perras con tumores >5 cm. De igual forma coincide con el presente estudio, debido

a que las neoplasias malignas con mayor frecuencia fueron de 5 a 10 cm.

Hermo y col., (2005) refieren que el reporte de histopatologia debe incluir siempre
el grado de infiltracion y el grado histolégico de malignidad (por ejemplo el grado
de diferenciacion, grado nuclear, indice mitético, invasidn linfatica o vascular).
Estos valores pueden ser usados para indicar malignidad y el alto riesgo de
recurrencia y metastasis pulmonar. El grado de malignidad histolégica usualmente
se expresa en una escala de | a lll grados, donde el grado lll tiene prondstico

desfavorable.
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Respecto a la sensibilidad, especificidad e indice de concordancia Kappa entre el
diagndstico inicial y el diagndstico segun el sistema digital desarrollado para saber
si es neoplasia mamaria benigna o maligna fue de 1,00 (excelente), ya que las
neoplasias reportadas en un inicio como neoplasias benignas fueron clasificadas
con el SD también como benignas en el 100% de las neoplasias. De igual
manera, el valor predictivo positivo (VPP) y el valor predictivo negativo (VPN)
también fue del 100%.

Finalmente, la razén por la que existié diferencia entre los diagnésticos emitidos
referentes al comportamiento biolégico de las neoplasias mamarias malignas se
debe a que en el laboratorio Divet® no se aplicé la nomenclatura de algunas
neoplasias que estan incluidas en la clasificacion de GM que se emple6 en el

presente estudio.
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9. CONCLUSIONES

Se desarrollé una base de datos en Excel, integrando las tres principales

clasificaciones de neoplasias de glandula mamaria en caninos.

Se desarroll6é un sistema digital donde se usaron los criterios histoldgicos y

citolégicos para identificar y clasificar las NGM en caninos.

Se hizo la clasificacion de neoplasias mamarias empleando el sistema

digital.

Los tumores mamarios caninos afectaron con mayor frecuencia a las perras
adultas mayores de 13 afos, después a los 8 afos. La mayor concentracion
de casos benignos fue de 6 a 10 afos, la relacion aumentd en las
neoplasias mamarias malignas en perras de 13 afos. La raza con mayor
tendencia a desarrollar neoplasias fue la raza Poodle, seguida de los
caninos “sin raza”, la raza Cocker Spaniel y en conjunto las razas Maltés y
Schnauzer estandar. Asimismo, la mayoria de los caninos presentaron TM
benignos (55%), mientras que los tumores malignos fueron de (45%). Las
diferencias de presentacién por raza, edad y tipo de tumor coincidieron

altamente con la bibliografia analizada.

La sensibilidad, especificidad e indice de concordancia Kappa entre el
diagndstico inicial y el diagndstico segun el sistema digital desarrollado fue

de 1,00. El valor predictivo positivo y valor predictivo negativo

Es posible emitir un diagnostico con el sistema digital desarrollado de
acuerdo a los criterios morfo citolégicos e histologicos, el cual es un

diagndstico cuantitativo, basado en estadistica y en la MBE.
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10. OBSERVACIONES

Este sistema de clasificacion propuesto facilitara el diagnoéstico de los estudios y
dara importancia de otros parametros para el pronostico de las neoplasias

mamarias en caninos.

Es importante recordar que la nomenclatura histoldégica de neoplasias de glandula
mamaria se actualiza continuamente, por lo tanto es importante poseer
informacion asiduamente para emitir un diagndstico acertado y a la vez ofrecer un

prondostico y tratamiento adecuados.
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