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COMUNICACION

Determinacion de proteina C-reactiva en hembras caninas
con tumores mamarios benignos y malignos

Determination of C-reactive protein in female dogs
with benign and malignant mammary tumors

R Crossley?, A Coloma?, C Rios®*, C Gonzilez"

Facultad de Medicina Veterinaria, Universidad Santo Tomds, Santiago, Chile.

bFacultad de Ciencias Veterinarias y Pecuarias, Universidad Andrés Bello, Santiago, Chile.

SUMMARY

The aim of this study was to determine C-reactive protein levels in dogs with benign and malignant mammary tumors. Thirty female dogs, with ages
ranging between 6 and 15 years and with no distinction of breed were used for this purpose. The animals were divided into 3 different groups of 10 dogs
each: Group 1 (control), Group 2 (benign mammary tumor) and Group 3 (malignant mammary tumor). The neoplasias were classified histologically and
C-reactive protein (CRP) levels were analyzed using a human turbidimetric immunoassay validated for dogs. Group 3 had the highest values (mean:
8.2 mg/L; median: 7.1 mg/L) of C-reactive protein compared with the other groups (P < 0.05). According to a discriminant analysis, a female dog with
a mammary tumor and CRP values > 8 mg/L has a 61% or greater probability of this tumor being malignant.

Palabras clave: proteina C-reactiva, neoplasia mamaria, maligna.
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INTRODUCCION

Los tumores de la gldndula mamaria en hembras caninas
constituyen mds del 52% del total de las neoplasias en éstas
(Egenvall y col 2005, Itoh y col 2005). Con frecuencia es
dificil diferenciar mediante criterios clinicos entre nédulos
mamarios benignos y malignos. Es mds, en sus primeros
estadios, los tumores benignos y malignos no se diferen-
cian en nada (Kitchell 1999). La diferenciacion mediante
citologia es dificil, por lo tanto, el estudio histopatolégico
continda siendo el método diagndstico de eleccién (Knapp
y col 2002, Madewell 2003).

Las proteinas de fase aguda son consideradas marcadores
utiles de la inflamacién en diagndstico clinico, prondstico
y monitoreo de tratamiento en diversas patologias tanto
agudas como crénicas (Martinez-Subiela y col 2004,
Martinez-Subiela y Cer6én 2005). Ademads, han sido usadas
en medicina veterinaria como marcadores para animales
con cancer (Madewell 1997).

La proteina C-reactiva corresponde a una proteina de
fase aguda predominantemente sintetizada por el higado y
regulada por citoquinas proinflamatorias, tales como factor
de necrosis tumoral alfa (TNF-o) e interleukina seis (IL-6)
(Aziz y col 2003). Tiene un peso molecular de 100 kDa,
consistente en 5 subunidades de 20 kDa cada una (Caspi
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y col 1984). Las principales actividades bioldgicas de esta
proteina son: activacion del complemento y opsonizacion
bacteriana, modulacién de monocitos, macréfagos y produc-
cién de citoquinas, unién a cromatina bacteriana y prevencion
de migracion tisular de neutrdfilos (Petersen y col 2004).
Su concentracién sérica se puede determinar a través de
diversas pruebas como: Elisa, aglutinacion reversa rapida
en latex, inmunodifusion, electroinmunoensayo y ensayo
inmunoturbidimétrico (Hayashi y col 2001, Kjelgaard-
Hansen y col 2003%). Un ensayo inmunoturbidimétrico
automatico para proteina C-reactiva sérica humana ha sido
validado para mediciones de concentracidn sérica de esta
proteina en caninos, lo que constituye un método rapido y
de uso apropiado para la rutina en laboratorios diagndsticos
(Kjelgaard-Hansen y col 2003?).

Estudios recientes realizados en humanos sugieren a
la proteina C-reactiva como potencial biomarcador de un
mayor de riesgo de cdncer (Allin y col 2009).

El objetivo principal de este estudio fue determinar los
valores séricos de proteina C-reactiva (CRP) en hembras
caninas con tumores mamarios y relacionar estos valores
con la presencia de tumores mamarios malignos.

MATERIAL Y METODOS
SELECCION DE ANIMALES

Se utilizaron 30 hembras caninas de la ciudad de
Santiago que concurrieron al Hospital Clinico Veterinario
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de la Universidad Santo Tomds. Las hembras seleccionadas
fueron de edades entre 6 y 15 afios, sin discriminacién de
razay con peso entre 5 a 35 kg. Estas fueron separadas en
tres grupos de 10 animales cada uno: Grupo 1 = clinica-
mente sanas; Grupo 2 = con neoplasia mamaria benigna;
Grupo 3 = con neoplasia mamaria maligna. Sélo se
incluyeron hembras caninas no esterilizadas o aquellas
que fueron esterilizadas con posterioridad a los dos afios
y medio de edad, ya que a partir de esta edad se pierde el
efecto protector de la ovariohisterectomia en la aparicién
de neoplasia mamaria (Kitchell 1999).

Para corroborar el estado de salud de los animales se
les realizé un examen clinico completo, ademas de un
hemograma y un panel bioquimico bésico, no incluyendo
animales que presentaran alguna anormalidad en estos
examenes. Ademas, a las hembras con neoplasias mamarias
se les tomo radiografias de térax de vistas latero-lateral y
ventrodorsal con el fin de descartar metdstasis pulmonar.
Se excluyeron los individuos que presentaron neoplasias
ulceradas. Las hembras con neoplasias fueron sometidas
a cirugia para la extirpacion de los tumores utilizando las
técnicas quirdrgicas de rutina.

OBTENCION DE MUESTRAS

De cada animal se obtuvo una muestra de sangre me-
diante venopuncién yugular utilizando tubos con EDTA
y sin anticoagulante para la realizacién de hemograma y
perfil bioquimico respectivamente. El suero fue separado
mediante centrifugacion y dividido en dos alicuotas para
la determinacién de CRP y perfil bioquimico. Las masas
neopldsicas fueron extraidas en su totalidad y se determind
su largo, ancho y alto utilizando pie de metro. En caso de
masas de aspecto homogéneo, se obtuvieron dos a tres
trozos de un cm de espesor; en caso de masas de aspecto
heterogéneo, se obtuvo un trozo de un cm de espesor de
cada una de las diferentes zonas observadas. Los tejidos
fueron fijados en formalina al 10%.

PROCESAMIENTO DE LAS MUESTRAS

Las muestras de sangre fueron analizadas para hemo-
grama mediante un contador hematolégico automético
(Medonic®, modelo CA 530) y el recuento diferencial
mediante frotis sanguineo tefiido con Giemsa. Las mues-
tras para el panel bioquimico bésico se centrifugaron
a 3.000 rpm durante 10 minutos (Centrifuga Hermle®
Z 300) para la obtencién del suero. Parte de este suero
se procesd en un espectrofotdmetro semiautomatico
(Merck® Microlab 200) para las determinaciones de
ALT (E.C 2.6.1.2; U/L), creatinina (umol/L) y urea
(mmol/L). La proteina C-reactiva (mg/L) se determind
mediante método inmunoturbidimétrico utilizando un
reactivo comercial de uso humano, Turbo PCR- Proteina
C-reactiva (LRG®), en un equipo autoanalizador Vitalab
Selectra E (Wienerlab®). Este ensayo es de caricter
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cuantitativo y se basa en la medida de la inmunopreci-
pitacion en fase liquida.

Los cortes histolégicos fueron procesados con técnicas
de rutina, tefiidos con hematoxilina-eosina y analizados
mediante microscopia dptica. Las neoplasias fueron diag-
nosticadas y tipificadas en malignas o benignas de acuerdo
alos criterios propuestos por la Organizacién Mundial de
la Salud (WHO, 2005).!

ANALISIS DE RESULTADOS

Los valores de CRP obtenidos para cada grupo fueron
descritos mediante media, desviacion estandar, mediana,
rangos y cuartiles (Q1 y Q3). La normalidad de los datos
se analiz6 mediante la prueba de Kolmogorov-Smirnov. La
diferencia entre los grupos de animales (sanos, neoplasia
benigna y neoplasia maligna) se establecié mediante la
prueba no paramétrica de Kruskal-Wallis con una signi-
ficancia de un 5%. Mediante un andlisis discriminante, se
estableci6 una clasificacion del tipo de tumor de acuerdo
al nivel de CRP de cada individuo. Se utiliz6 el paquete
estadistico SAS/STAT (1985).

RESULTADOS Y DISCUSION
CLASIFICACION DE LAS NEOPLASIAS MAMARIAS

Las neoplasias encontradas correspondieron a ade-
noma tubular, tumor mixto benigno y fibroadenoma de
baja celularidad para el caso de los tumores benignos.
Los malignos correspondieron a adenocarcinoma simple,
adenocarcinoma complejo y fibrosarcoma (cuadro 1).
Un 40% de todas las neoplasias incluidas en el estudio
correspondi6 a tumor mixto benigno. Esto no difiere ma-
yormente de lo encontrado por otros autores nacionales
quienes describen una frecuencia de un 33,3% en este

Cuadro 1. Clasificacion histoldgica de tumores mamarios caninos
encontrados segun frecuencia.

Frequency for histological classification of canine mammary

tumours.
Grupo Tipo histolégico n %
Neoplasias Adenoma tubular 1 5
benignas Tumor mixto benigno 8§ 40
Fibroadenoma de baja celularidad 1 5
Neoplasias Adenocarcinoma simple 6 30
malignas Adenocarcinoma complejo 2 10
Fibrosarcoma 2 10
Total 20 100

! WHO/World Health Organization. Histological Classification of
Mammary Tumors of the dog and cat [en linea]. Washington, DC.,
14 de abril 2005 [fecha de consulta: 22 septiembre 2005]. Disponible
en: http://www.afip.org/vetpath/who/whomamm.html



tipo de tumor (Flores y Cattaneo 2001). En el grupo de
las neoplasias mamarias malignas se observo una mayor
presentacién del tipo adenocarcinoma (incluyendo los
subtipos simple y complejo), representando un 40% de
ellas. Flores y Cattaneo (2001) describen un 17,6% de este
tipo de tumores, diferencias que pueden ser atribuibles al
nimero de animales y a los criterios de exclusion utilizados
en el presente estudio.

VALORES DE PROTEINA C-REACTIVA

Los valores promedio de CRP de los grupos estudiados
fluctuaron entre 2,2 mg/L y 17,1 mg/L (cuadro 2). Los
valores séricos de proteina C-reactiva para el Grupo 1 (2,2
- 4,4 mg/L) coinciden con lo sefialado por diversos autores
como Caspi y col (1987), Yamashita y col (1994), Lépez
y col (1998), Martinez-Subiela y col (2004) y Goldsack
(2005), quienes describen valores de hasta 7 mg/L en
animales sanos.

Los valores séricos de CRP para el Grupo 2 (2,4-
7 mg/L) y Grupo 3 (2,4-17,1 mg/L) fueron menores que
los citados por Tecles y col (2005), los que obtuvieron
un rango de 3,8-90,52 mg/L en caninos con cancer. Sin
embargo, el estudio mencionado incluyé neoplasias
epiteliales, mesenquimdticas y mixtas (no solamente
mamarias) y no se hace referencia a si éstas presentaban
0 no metdastasis. Merlo y col (2007) describen valores
de CRP en caninos con linfoma multicéntrico entre 40 y
100 mg/L y Kjelgaard-Hansen y col (2003%) valores de
entre 1,1 a 91,9 mg/L (media 5,0 mg/L) en perros con
neoplasias benignas y malignas.

COMPARACION DE PROTEINA C-REACTIVA ENTRE LOS
DIFERENTES GRUPOS

No se observaron diferencias significativas en los niveles
de CRP entre el Grupo 1y el Grupo 2 (P > 0,05). Esto se
puede deber a que las células neopldsicas benignas son
bien diferenciadas, similares a las células normales de la
glandula mamaria (Moulton 1990), lo que no generaria
estimulo inflamatorio. Las hembras del Grupo 3 presentaron
un promedio de CRP mds alto que las de los Grupos 1 y 2
(P=0,03), lo que concuerda con los resultados de Planellas
y col (2007) quienes encontraron en perras con carcinoma

PROTEINA C-REACTIVA, NEOPLASIA MAMARIA, MALIGNA

mamario un aumento significativo de CRP en comparacién
con perras normales. Este aumento se puede atribuir a
que las neoplasias malignas pueden estar asociadas con
una respuesta de fase aguda en ausencia de cualquier otra
causa obvia inflamatoria (Tecles y col 2005). Por lo tanto,
el incremento en CRP detectado en este estudio puede ser
explicado como una respuesta sistémica a esta inflamacion,
situacién que pareciera estar asociada con cambios neoplé-
sicos malignos tempranos (Lithgow y Covington 2005). La
inflamacién crénica favorece la seleccion de caracteristicas
adicionales de células iniciadas (por eventos iniciadores
de carcinogénesis) que podrian promover su transicién
completa hacia la malignidad (“promocién”) (DeNardo
y Coussens 2007). Uno de los factores involucrados en
esta respuesta inflamatoria es la antigenicidad neoplasica.
Esta se describe sélo en aquellas neoplasias de caracter
maligno porque estas células sufren cambios en la expre-
sién de moléculas de membrana celular, lo que propicia
que se induzcan respuestas inmunoldgicas contra ellas
(Batista 2003). El incremento del infiltrado leucocitario
del estroma neopldsico aumenta en paralelo con la carci-
nogénesis mamaria y la activacién crénica de linfocitos
B podria, en forma paradojal, potenciar el desarrollo del
carcinoma (DeNardo y Coussens, 2007). A su vez, los
macréfagos actdan ante la presencia de células neoplasi-
cas con la produccién del factor de necrosis tumoral, que
es una de las citoquinas estimuladoras de produccién de
proteinas de fase aguda hepdtica (Batista 2003). En cancer
existe una constante muerte celular, como consecuencia
del recambio celular o como resultado de la isquemia en
tumores de crecimiento rapido, lo que induce una respuesta
de fase aguda. Asimismo, los tejidos adyacentes pueden
resultar dafiados como consecuencia de una expansion
volumétrica del tumor, lo que podria explicar los valores
mas bajos de CRP obtenidos en este estudio en compara-
cion con perros con otros tipos de cancer como es el caso
del linfoma multicéntrico (Merlo 2007).

El aumento de los valores de CRP del Grupo 3 en
comparacién con el Grupo 1 fue de 2 a 3 veces su valor
(2-3X). Esto es menor a lo reportado con otras causas in-
flamatorias como trauma quirtdrgico (95X) (Conner 1988)
o la infeccién natural con parvovirus (20X) o leptospira
(30X) (Yamamoto y col 1993) y similar a lo reportado en
infeccion por Erlichia canis (3,3-6,5X) (Rikihisa y col 1994).

Cuadro 2. Media, desviacion estandar, mediana, rango y cuartiles de CRP (mg/L) para los tres grupos de caninos estudiados.

Mean, standard deviation, median, range and quartiles of CRP (mg/L) for all canine groups studied.

Grupo N Media = D. E Mediana Minimo Maximo Ql Q3
Control 10 3,37 + 0,68 3,45 2,2 44 2,8 39
Neoplasia benigna 10 429 + 1,54 3,60 2.4 7 3,2 5.8
Neoplasia maligna 10 8,20 £ 5,21 7,152 2,4 17,1 3,6 12,4

*  Letras distintas en la misma columna indican diferencia estadisticamente significativa (P < 0,05).

Different letters within the same column differ significantly (P < 0.05).
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Lo anterior podria explicarse porque las inflamaciones
crénicas generan un menor incremento de proteinas de fase
aguda que episodios agudos de inflamacién o infeccién
(Cerén y col 2005).

El rango de CRP encontrado en el Grupo 3 (2,4-
17,1 mg/L) se podria explicar por los distintos estadios en
que se encontraban las neoplasias, lo que implicarfa distintos
grados de respuesta inflamatoria. Aumentos significativos
de CRP se han descrito en tumores mamarios con metastasis
o didmetro mayor a 5 cm (Tecles y col 2009). Lo anterior
no fue corroborado, puesto que la estadificacién segtin
TNM (UICC, 2009) 2 de las neoplasias se encontraba mas
alla de los objetivos de este estudio.

CLASIFICACION DE TIPO DE TUMOR DE ACUERDO AL
NIVEL DE PROTEINA C.

Al analizar los valores de CRP en los grupos 2y 3
se verifica que en el Grupo 2 el valor minimo fue de
2,4 mg/L y el maximo de 7,0 mg/L, mientras que en el
3 estos corresponden a 2,4 y 17,1 mg/L respectivamente.
Lo anterior lleva a establecer que 7 mg/L podria ser un
valor de corte posible, ya que ninguno de los benignos
supera dicho valor, mientras que el 50% de los malignos
tienen valores superiores (figura 1). Para corroborar lo
anterior se realizé un andlisis discriminante para ambos
grupos. Esta funcién dio como resultado que el 80% de
los casos del Grupo 2 fueron correctamente clasificados,
mientras que para el Grupo 3 este valor alcanzé a un
50%, debido a que hay casos de tumores que a pesar de
ser malignos presentaron valores bajos. Utilizando la
funcién discriminante se determiné que un individuo con
valor de CRP >7 mg/L seria clasificado como maligno
con una probabilidad del 55% o mas, mientras que en
un individuo con un valor > 8§ mg/L esta probabilidad
aumenta a un 61% o mas.

CRp 107
mg/L

T+
{

Grupo
Neoplasia
benigna
Neoplasia
maligna

Control

Figura 1. Distribucion de los valores de CRP (mg/L) en los tres
grupos de caninos estudiados.

Distribution of CRP (mg/L) values of the three canine groups
studied.

2 UICC/International Union against cancer. TNM classification of

malignant tumours [en linea]. Fecha de consulta: 4 de mayo 2009.
Disponible en: http://www.uicc.org/thm

104

De acuerdo con los resultados de este estudio, la medicion
de CRP podria ser una herramienta util en el monitoreo de
neoplasias mamarias caninas. Estudios adicionales con un
mayor nimero de animales serfan necesarios para definir
de mejor forma el uso clinico de esta determinacion.

RESUMEN

El objetivo de este estudio fue determinar los niveles séricos de
proteina C-reactiva en caninos con neoplasias mamarias benignas
y malignas. Se determinaron concentraciones séricas de proteina
C-reactiva en 30 hembras caninas con edades entre 6 y 15 afios,
sin discriminacién de raza y no esterilizadas. Los animales fueron
divididos en tres grupos de 10 individuos cada uno: grupo 1 (control),
grupo 2 (neoplasia mamaria benigna) y grupo 3 (neoplasia mamaria
maligna). Las neoplasias mamarias fueron clasificadas mediante estudio
histopatolégico en benignas o malignas. Los niveles séricos de proteina
C-reactiva se determinaron a partir de un ensayo inmunoturbidimétrico
de uso humano validado en caninos. El grupo 3 fue el que presentd
los valores mds altos (media 8,2 mg/L, mediana 7,1 mg/L) de proteina
C-reactiva con respecto a los otros dos grupos (P < 0,05). De acuerdo
con un analisis discriminante, una perra con neoplasia mamaria y
valores de CRP > 8 mg/L tiene una probabilidad de un 61% o mas de
que ésta sea maligna.
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