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Resumen.

El cancer mamario canino representa un problema de salud en medicina
veterinaria debido a su alta incidencia y recurrencia. En México, el tratamiento
estandar es la cirugia y en casos avanzados es necesario el uso de la quimioterapia
bajo el esquema de maxima dosis tolerada (MDT). El farmaco de eleccién es la
doxorrubicina, pero genera toxicidad y resistencia. Nuestro grupo describié por
primera vez que el yodo molecular (I2) en conjunto con la doxorrubicina en caninos
con cancer mamario disminuye la quimiorresistencia e invasion, se acompafna de
una mayor respuesta inmune antitumoral, e incrementa el periodo libre de
enfermedad. Recientemente se ha surgido un esquema alternativo que consiste en
la quimioterapia metronémica cuyo principio es la minima dosis efectiva (MDE). Se
administra via oral, a bajas dosis y por periodos largos, generando efectos
antiproliferativos, anti-angiogénicos e inmunomoduladores. La ciclofosfamida (CFF)
es uno de los farmacos mas eficientes y estudiados en este esquema. El presente
trabajo analiza el efecto del |2 en la terapia metronémica con CFF (CFF+I2) y CFF
con placebo (CFF+P) contra el cancer mamario canino. Los resultados obtenidos
con 20 caninas muestran que los tratamientos no afectaron el peso corporal, la
funcioén tiroidea o el estado general del paciente. Sin embargo, la presencia de
efectos adversos fue mayor en el grupo CFF+P en comparacion con el grupo CFF+I12
(5 vs 3, respectivamente). La respuesta tumoral mostré una reduccion del tamafio
tumoral del 5%, con quimiorresistencia del 30% en el grupo CFF+P y una reduccion
del 15% tanto del tamano tumoral como de la quimiorresistencia en el grupo
CFFm+l2. En conclusion, la suplementacion del |2 mejora la respuesta
antineoplasica, disminuye la quimiorresistencia y atenua los efectos adversos en la
terapia metrondmica CFF. Se propone que el tratamiento CFF+I2es seguro y podria

usarse en la clinica en pacientes con CMC.

Palabras clave: cancer mamario canino, yodo molecular, quimioterapia

metrondmica, ciclofosfamida.



Summary

Canine mammary cancer (CMC) represents a health problem in veterinary
medicine due to its high incidence and recurrence. In Mexico, the standard treatment
is surgery, and in advanced cases, it is necessary to use chemotherapy under the
maximum tolerated dose (MTD) scheme. The drug of choice is doxorubicin, but it
generates toxicity and resistance. Our group described for the first time that
molecular iodine (I2), in conjunction with doxorubicin, decreases chemoresistance
and invasion in dogs with mammary cancer, is accompanied by an increased
antitumor immune response, and extends the disease-free period. Recently, an
alternative scheme has emerged, consisting of metronomic chemotherapy, whose
principle is the minimum effective dose (MDE). It is administered orally at low doses
and for extended periods, producing antiproliferative, antiangiogenic, and
immunomodaulatory effects. Cyclophosphamide (CFF) is one of the most efficient and
studied drugs in this scheme. The present work analyzes the effect of I2 in
metronomic therapy with CFF (CFF+l2) and CFF with placebo (CFF+P) on canine
mammary cancer. The results obtained with 20 canines show that the treatments did
not affect the patient's body weight, thyroid function or general condition. However,
the presence of adverse effects was higher in the CFF+P group compared to the
CFF+l2 group (5 vs 3, respectively). Tumor response showed a 30%
chemoresistance in the CFF+P group and only 15% the CFFm+l2 group. In
conclusion, |2 supplementation enhances antineoplastic response, reduces
chemoresistance, and mitigates adverse effects in metronomic CFF therapy. It is
proposed that CFF+I2 treatment is safe and could be used in the clinic in patients
with CMC.

Keywords: canine mammary cancer, molecular iodine, metronomic

chemotherapy, cyclophosphamide
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l. Introduccion

En México se reconoce la dificultad para censar la poblacion canina total, no
obstante, el Instituto Nacional de Estadistica y Geografia (INEGI), con base en la
Encuesta Nacional de Bienestar Autorreportado (ENBIARE), reporta 43.8 millones
de caninos cohabitando en hogares mexicanos. Uno de los principales problemas
de salud en medicina veterinaria son las neoplasias de glandula mamaria en perras
ya que representan entre el 50-70% de todas las neoplasias en esta especie; siendo
las malignas alrededor del 50%. Es importante mencionar que la incidencia del
cancer mamario en perras es cuatro veces mayor al descrito en mujeres, (~198/100
000 vs 46.8/100 000 respectivamente). El tratamiento principal para el cancer
mamario canino (CMC) es la cirugia, sin embargo, en los casos de alto grado de
malignidad se recomienda la quimioterapia adyuvante con doxorrubicina bajo el
esquema de maxima dosis tolerada (MDT). Como todas las terapias MDT, se
acompafnan de quimiorresistencia y severos efectos adversos, lo cual genera
desercidon del tratamiento. Con el propdsito de generar tratamientos alternos
efectivos y menos agresivos, se utilizan compuestos naturales adyuvantes como el
yodo molecular (l2), el cual se ha estudiado ampliamente con terapias MDT,
ejerciendo efectos antineoplasicos adyuvantes (menor tamafno tumoral y
disminucién de la quimiorresistencia), incrementa la respuesta inmune antitumoral
y atenua los efectos adversos; sin embargo, la toxicidad sigue siendo alta. Ademas,
la administracion del quimioterapéutico es intravenosa, lo cual genera altos costos
hospitalarios. Actualmente, existe la quimioterapia metronémica, un tratamiento
alterno que se basa en la dosis minima efectiva (DME), se administra de manera
oral a dosis bajas y en periodos largos de manera continua. Sus principales ventajas
son: acciones antiangiogénicas, evitar la inmunosupresion y quimiorresistencia, asi
como efectos adversos moderados. En este trabajo se estudia el suplemento del I2
en el esquema de quimioterapia metrondmica de ciclofosfamida en el cancer

mamario canino.



Il. Antecedentes

2.1. Glandula mamaria: anatomia y fisiologia

La glandula mamaria se encuentra exclusivamente en los mamiferos, son
organos exocrinos altamente especializados en la sintesis y secrecion de leche.
Su localizacién varia por especie, en los perros las cadenas mamarias se
localizan paralelas a la linea media ventral desde la region esternal hasta la
region inguinal. Segun la region, se denominan en glandulas toracicas craneales,
toracicas caudales, abdominales craneales, abdominales caudales e inguinales
(Sadhasivan et al., 2017).

La mayoria desarrollan cinco pares de glandulas mamarias, aunque se
han reportado algunos casos con cuatro o seis pares. Histologicamente esta
clasificada como glandula mamaria alveolar compuesta, los Iébulos y lobulillos
conformados por una porcion conductora y secretora. La porciéon conductora
desemboca en la punta del pezén mostrando entre 7 y 16 conductos que se
muestran externamente como aberturas. Los conductos cercanos al pezén son
de mayor calibre y revestidos por epitelio biestratificado cubico, mientras que a
medida que se aproximan al acino, son de menor calibre y revestidos por epitelio
cubico simple; el acino es la porcion secretora y se encuentra revestido con
células epiteliales cubicas o columnares simples y una exterior continua de

células mioepiteliales (Sorenmo et al., 2011).

Desde el punto de vista fisiolégico, hormonas como los estrégenos,
progesterona, prolactina y la hormona del crecimiento son esenciales para su
desarrollo y funcionalidad. La diferenciacién mamaria se inicia en la pubertad y
se modifica en cada ciclo estral, aunque alcanza su diferenciacion completa en

la gestacion y lactancia (Spoerri et al., 2015).



2.2. Cancer

El cancer se refiere a una neoplasia maligna con division celular
descontrolada, capaz de invadir tejidos adyacentes y provocar metastasis a
distancia. También se puede considerar como una serie de enfermedades
desencadenadas por la acumulaciéon de mutaciones genéticas que impulsan la
progresion de una célula normal a una célula altamente maligna (Pinello et al.,
2022).

Los mecanismos que habilitan la carcinogénesis se denominan
“Hallmarks del cancer” e incluyen 14 capacidades distintivas del cancer que se

resumen en la Figura 1.
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Figura 1. Hallmarks del cancer. Tomado de Hanahan, 2022.

Los caninos, desarrollan diferentes tipos de cancer biolégicamente

similares a los del humano haciéndolos un excelente modelo para la



investigacion (Fonseca-Alves et al., 2024). El cancer de glandula mamaria es la
neoplasia diagnosticada con mayor frecuencia en mujeres con funcién ovarica
conservada y hembras caninas intactas y es una de las principales causas de
mortalidad en ambas especies (Gray et al., 2020; Vazquez et al., 2023;
GLOBOCAN, 2024).

2. 3. Cancer mamario canino (CMC)

Los tumores mamarios caninos (TMC) representan entre el 50 y 70% de
todas las neoplasias en perras mayores a 5 afios (da Silva et al., 2023), de este

porcentaje alrededor del 50% son de caracter maligno (Valdivia et al., 2021).

El tamafio es variable, desde unos milimetros hasta centimetros, su forma
es nodular o multinodular, generalmente se presentan de manera multiple y en

las glandulas mamarias inguinales, Figura 2 (Salas-Araujo et al., 2016).

Las neoplasias malignas, se caracterizan por un crecimiento rapido, las
mayores a 5 centimetros estan asociadas a un mal pronéstico (Sorenmo et al.,
2013). Los bordes tienden a ser irregulares y mal definidos, no se desplazan al
tacto debido a que tienden invadir planos anatomicos adyacentes, suelen estar
ulcerados, en ocasiones fluye de los pezones descarga serosa, lechosa o
serohemorragica (Misdorp, 2002). Su naturaleza heterogénea (dada por la
poblacién celular que prolifera), determina la apariencia y consistencia variadas.
Aproximadamente entre el 60 y 80% de los tipos de cancer mamario canino son
de estirpe epitelial y el resto son mixtos (células de estirpe epitelial y
mesenquimal) (Salas-Araujo et al., 2016). Los sitios de consistencia firme son
los constituidos de epitelio, pueden coexistir quistes que presentan una
consistencia suave; los sitios de consistencia dura reflejan la presencia de
células mesenquimales con diferenciacion ésea y/o cartilaginosa. Asi mismo,

pueden observarse sitios de variada consistencia derivados de fendmenos



como necrosis, tipo de estroma o transicibn mesenquimal (tejido mixoide)
(Goldschmidt et al., 2011; Burrai et al., 2020; Rueda et al., 2024).

Figura 2. Neoplasia en glandula mamaria abdominal caudal derecha, ulcerada y

de consistencia firme. Fotografia: Hector B. Soni Ruiz.

El cancer de glandula mamaria es la neoplasia diagnosticada con mayor
frecuencia en mujeres con capacidad reproductiva conservada y perras enteras,
con una incidencia de 47.8 por cada 100,000 y 198 por cada 100,000
respectivamente (Gray et al., 2020; Vazquez et al., 2023; GLOBOCAN, 2024).
El CMC y el cancer mamario humano (CMH) comparten caracteristicas
epidemioldgicas, ambientales, biologicas, clinicas, genéticas y patoldgicas,

incluyendo notable heterogeneidad histolégica y molecular (Valdivia et al., 2021).

En las perras, el tipo de cancer mas frecuente es el de origen epitelial
representando el 55.6%, mientras que los de origen mixto 37.4%, los de origen
mesenquimal se presentan en menos del 7% de los casos (Sleeckx et al., 2011).
En México se realizd un estudio en el cual se asociaron caracteristicas
histolégicas de TMC con factores de riesgo y supervivencia, con respecto al

cancer se observo que el mas frecuente fue el carcinoma simple (18/74, 24.3%),



carcinoma complejo (11/74, 14.9%) y carcinoma tipo mixto (9/74, 12.6%),
tendiendo a presentarse en las perras de mayor edad y en las de raza (las mas
afectadas son la Poodle, Cocker Spaniel y Dachshund); por otra parte, el tamafio
tumoral: los mayores a 6 centimetros resultaron con mayor mortalidad y el
tiempo de supervivencia fue el mas corto, asi como también en animales con
carcinomas solidos, comedocarcinomas Yy carcinosarcomas en orden

decreciente (Salas-Araujo et al., 2016).

2. 4. Factores de riesgo

La etiologia del CMC y CMH es desconocida, no obstante, se han
identificado factores de riesgo comunes entre los que destacan; exposicion a

estroégenos, genética, sexo, edad y nutricién (Santos et al., 2020).
2. 4. 1. Hormonas: estrégeno y progesterona

Los esteroides ovaricos estimulan el crecimiento de las glandulas
mamarias en condiciones fisioldgicas, sin embargo, en una célula alterada
(pretumoral o tumoral), el efecto proliferativo es un factor inductor de la
progresion cancerosa (Vazquez et al.,, 2023; Ke et al., 2024). Por lo tanto, la
sobreexposicion a hormonas sexuales endogenas es un factor de riesgo en el

desarrollo de esta enfermedad (da Silva et al., 2023).

Esta bien documentado que el riesgo a padecer tumores mamarios
caninos es de 0.5% en aquellas perras esterilizadas antes del primer estro,
mientras que aumenta 8% y 26% después del primer y segundo celo
respectivamente (Nosalova et al.,, 2024). Esterilizar a las hembras, incluso
después de los dos afos de edad, reduce el riesgo de mortalidad por trastornos
reproductivos como el CMC y prolonga la esperanza de vida (Beaudu-Lange

etal., 2021), involucra también otras ventajas como prevenir el complejo



hiperplasia quistico endometrial/piometra que se produce como consecuencia

de la influencia hormonal crénica en el utero (DeTora & McCarthy, 2011).

2. 4. 2. Genética

Otro factor importante es la raza, ya que puede influir en la incidencia del
CMC (Vazquez et al., 2023). Esta informacion varia mucho dependiendo de la
zona geografica, el estudio y los sesgos (Vazquez et al., 2023). Las razas
modernas han sido reproducidas de manera selectiva para marcar las
caracteristicas fenotipicas y/o de comportamiento particulares y deseadas, lo
cual ha dado como resultado mas de 190 razas fenotipicamente diferentes. En
este proceso, muchas razas individuales estan predispuestas a enfermedades o
condiciones patoldgicas particulares (Huskey et al., 2020; Edmunds et al., 2023).
En México se ha descrito una menor incidencia en perras mestizas y mayor
riesgo en las de raza, algunas descritas son la Poodle, Cocker Spaniel y
Daschshund (Salas-Araujo et al., 2016).

2.4.3. Sexoy Edad

La edad es uno de los principales factores de riesgo para el CMC. En
general, el riesgo aumenta con la edad, siendo de mayor importancia después
de los 5 afos (Burrai et al., 2020; Zheng et al., 2022).

La incidencia mas alta de edad depende del tiempo de vida de diferentes
razas, ya que las razas grandes tienen un tiempo de vida menor y por
consiguiente, tienden a ser mas jovenes que las razas pequenas al momento del

diagndstico (Sorenmo et al., 2013).

Ademas, la incidencia por sexo es parecida en ambas especies; el CMH
es mas frecuente en mujeres, con el 1% de presentacién en todos los casos de

cancer en los hombres; esta misma proporcion se presenta en caninos machos,



con un riesgo aproximado de 62 veces menor que en las hembras (Carvalho
et al., 2023).

2. 4. 4. Nutricion

La obesidad es el principal factor asociado a la incidencia por nutricion.
Entre los factores que relacionan la obesidad con la carcinogénesis se
encuentran la activacion de la via del factor de crecimiento similar a la insulina 1
(IGF-1), el cual induce la expresion de citocinas proinflamatorias (TNF-a, IL-1y
IL-6) y su influencia sobre las adipocitocinas, y la dislipidemia. (Costa-Santos
et al., 2019).

Una de las hormonas representativas liberadas por adipocitos es la
leptina, que estimula la proliferacién celular en el cancer de mama humano vy
canino al regular de manera positiva la transcripcion de la aromatasa, los niveles
de leptina circulante tiene correlacion con la acumulacién de adipocitos, se
encontré que altos niveles de receptores de leptina intratumoral y leptina

plasmatica se relacionan con un mal pronéstico (Lim et al., 2015).

El tejido adiposo es una fuente importante de estrégenos, debido a la
actividad de la aromatasa que convierte los andrégenos en estrogenos El
crecimiento de tejido adiposo mamario contribuye a la exposicion de la glandula
a estrogenos, lo cual promueve la progresién de las neoplasias mamarias
(Benavente et al., 2016). Ademas, se ha descrito mayor incidencia en perras que
recibieron dieta casera y carne roja en comparacion con las dietas comerciales
(Zatloukal et al., 2005).

2. 5. Clasificacion de los tumores



2. 5. 1. Clasificacion clinica

Para definir el grado de extension local, regional y distante en caninos, se
ha establecido la estadificacion clinica basada en la evaluacion del tamafio del
tumor (T), linfonodos afectados (N) y metastasis (M). Consiste en cinco etapas,
enlal, Il y lll la localizacién del tumor solo se limita a la glandula mamaria y el
tamano tumoral es diferente: menor a 3 centimetros, 3-5 centimetros o mayor a
5 centimetros respectivamente; en el estadio IV se ven afectados ademas los
linfonodos y en el V se suma la metastasis. Generalmente la metastasis ocurre
a través de los vasos linfaticos a los linfonodos regionales y pulmones (Sleeckx
et al., 2011).

Actualmente, existen nuevos avances del sistema de estadificacion del
TNM para el CMC en el area de la veterinaria, que se complementan con la
clasificacion histopatologica y/o inmunohistoquimica (Chocteau et al., 2019;
Valdivia et al., 2021).

2. 5. 2. Clasificacion morfolégica

La histopatologia se mantiene como el mejor método para clasificar el
TMC (Gray et al., 2020). La Organizaciéon Mundial de la Salud (OMS) publicé por
primera vez la “Clasificacién histolégica internacional de tumores de animales
domésticos” en el ano 1974, en 1999 realiz6 una modificacion que incluia
tumores vy displasias de la glandula mamaria. Debido a varios nuevos subtipos
de TMC descritos, se cred una nueva y mas completa clasificacion en 2011
descrita por el Colegio Americano de Patologos Veterinarios, en la que los TMC
se dividieron en 23 subtipos malignos y 7 benignos, hiperplasias/displasias,
neoplasias del pezén e hiperplasias/displasias del pezén (Goldschmidt et al.,
2011; Nosalova et al., 2024) (Tavasoly et al., 2013).



Los TMC son de alta variabilidad en su morfologia y generalmente
compuestos por mas de un tipo de células, como las células epiteliales
luminales, células mioepiteliales y células mesenquimales, mixtas o solas
(Vazquez et al., 2023). Los TMC benignos usualmente estan encapsulados, la
morfologia celular es homogénea y no son de crecimiento invasivo (Nosalova
et al., 2024).

Por otra parte, los principales criterios para TMC malignos son el tipo de
tumor, pleomorfismo nuclear y celular significativo, indice mitético, patron de
cromatina, presencia de areas de necrosis distribuidas aleatoriamente dentro de

la neoplasia, invasion peritumoral y linfatica, y metastasis ganglionar regional.

Para evaluar de manera objetiva estos criterios se determina el grado
histolégico mediante el sistema de clasificacion de Elston y Ellis, que infiere el
comportamiento biolégico y orienta las decisiones terapéuticas; este sistema es
empleado en CMH. Multiples estudios sugieren que es eficaz para el CMC,
Misdorp modificé este sistema para su aplicacion en CMC, posteriormente se
desarrollé un sistema de clasificacion histologica méas objetiva (Cuadros 1y 2)
(Goldschmidt et al., 2011).

Cuadro 1. Criterios para grado histolégico de malignidad. Modificado de:

(Goldschmidt et al., 2011).

1 punto
Pena Formacion tubular > 75% Nucleo pequefio uniforme o | 0-9 mitosis/10/campos
regular y nucleolos
ocasionales.
Misdorp Formacién de tubulos bien | Pleomorfismo nuclearlevey | Nucleos hipercromaticos
marcada. tincion. ocasionales o mitosis por
campo.
2 puntos
Pefa Formacién moderada de | Pleomorfismo moderado del | 10-19 mitosis por 10
estructuras tubulares (10- | nucleo, nacleo | campos.
75%) con areas de | hipercromatico y presencia
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crecimiento de tumores
solidos.

Misdorp Formacién moderada de
tubulos.

3 puntos

Pefa Formacién minima o nula de
tubulos (<10%)

Misdorp Pocos o ningun tubulo.

de nucléolos (algunos casos
prominentes).
Pleomorfismo
moderado y tincién.

nuclear

Variacion marcada en
tamafio nuclear y nucleo
hipercromatico, a menudo
con uno o mas nucléolos
prominentes.

Pleomorfismo nuclear

marcado y tincién.

2-3 nucleos hipercromaticos
o figuras mitéticas por
campo.

>20 mitosis/10/campo.

2-3 nucleos hipercromaticos

o figuras mitéticas por

campo.

Cuadro 2. Grado de malignidad histologica de las neoplasias mamarias.

Modificado de: (Goldschmidt et al., 2011).

Total de puntos

Grado de malignidad

3asb
6a7
8a9

2.5.3. Clasificacion molecular

Grado | o bien diferenciado

Grado Il o moderadamente diferenciado

Grado Il o pobremente diferenciado

El cancer de mama humano (CMH), se clasifica en cuatro subtipos

moleculares de acuerdo con la expresion del receptor de estrégeno (ER),

receptor de progesterona (PR) y el receptor del factor de crecimiento epidérmico

humano tipo 2 (HER2) de la siguiente manera:

e Luminal A. RE* y/o RP*, HER2".
e Luminal B. RE* y/o RP*, y HER2*.

e ER o0 PRyHER2"

e Triple negativo. HER2", ER o PR".

El CMC comparte similitudes con el CMH como incidencia, factores de

riesgo, comportamiento bioldgico, caracteristicas histolégicas, moleculares y

1



genéticas. Se han utilizado los mismos marcadores que en los subtipos del CMH,
sin embargo, los resultados obtenidos han sido de alta variabilidad y en algunos
casos contradictorios por lo que esto abre una ventana para explorar el
desarrollo de cancer de glandula mamaria en el modelo canino (Carvalho et al.,
2023; Vazquez et al., 2023; Nosalova et al., 2024).

2. 5. 3. 1. Marcadores de funcionalidad

La expresion de algunos otros mensajeros se ha utilizado como
marcadores de funcionalidad sobre la enfermedad, su deteccidén permite también
ser una herramienta de diagnostico, prondstico o estadificacién del cancer en
oncologia humana y veterinaria. Los utilizados con mayor frecuencia son:
proteinas Ki-67 y p53, factor de crecimiento del endotelio vascular (VEGF),
receptor del factor de crecimiento epidérmico (EGFR), ciclooxigenasa-2 (COX-
2), supresores de tumores BRCA-1/2, entre otros (Nosalova et al., 2024).
Ademas de biomarcadores de apoptosis (Bax/Bcl2), quimiorresistencia:
Multidrug resistance 1 (MDR1) y survivina, asi como de invasion: activador del

plasminégeno uroquinasa (uPA) (Zambrano-Estrada et al., 2018).

2. 6. Diagnéstico

Se realiza mediante la evaluacion macroscépica, evaluacidén microscopica
(histopatologia), y/o Aspiracion Citolégica con Aguja Delgada (ACAD) y se
complementan con ACAD de linfonodos regionales, ultrasonido, radiografia de

térax y tomografia computarizada para su estadificacion (Sai et al., 2024).

2. 6. 1. Citologia

Estudia los cambios morfolégicos, funcion, patologia e historia de vida de
las células provenientes de tejidos y liquidos corporales que fueron extraidas

mediante diferentes técnicas como Aspiracion Citolégica con Aguja Delgada
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(ACAD), Puncion con Aguja Fina (PAF), hisopado, impronta, raspado, cepillado
y lavado. Permite diferenciar entre procesos benignos y malignos, identificar
agentes infecciosos y orientar decisiones terapéuticas (Sangha et al., 2011). El
diagndstico por citologia ofrece varias ventajas ya que es simple, econdémica,
facil de realizar, minimamente invasiva, altamente informativa y rapida (Kaszak
et al., 2022). Sontas et al. (2012) demostraron que el diagndstico, la sensibilidad
y especificidad de la citologia para diagnosticar neoplasias malignas fue mas del
96%, sin embargo, Allison & Maddux (2008) mencionan que se podria obtener
un alto porcentaje de casos falsos negativos debido a diferentes factores, como
errores del muestreo, tamafio del tumor y morfologia de los TMC, esto debido a
su alta heterogeneidad, todos los resultados deben confirmarse con

histopatologia.
2. 6. 2. Histopatologia

Estudia los cambios estructurales o morfolégicos de los tejidos a nivel
histolégico con el objetivo de identificar lesiones y diagnosticar enfermedades.
Para abordar enfermedades neoplasicas, inflamatorias o degenerativas, la
evaluacion histopatolégica se posiciona como la herramienta diagnéstica de
mayor sensibilidad y especificidad por lo que representa el método mas preciso
y confiable para establecer el diagndstico definitivo, constituye el estandar

diagndstico de referencia (Misdorp, 2002).

La histopatologia también tiene un valor prondstico fundamental al
evaluar presencia de metastasis (permeacion vascular), células tumorales en
bordes quirurgicos, ademas del grado de malignidad que predice el
comportamiento tumoral como se describié anteriormente (Misdorp, 2002;
Cassali et al., 2024).
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2. 7. Tratamiento

Los tratamientos pueden clasificarse en quirurgicos y farmacolégicos

(quimioterapia) o una combinacion de ambos (Nosalova et al., 2024).

2.7.1. Cirugia

El tratamiento mas comun para el CMC es la extirpacion quirurgica del
tumor o tumores. Las técnicas quirurgicas empleadas son la nodulectomia,
mastectomia regional (Figura 3), mastectomia simple, mastectomia unilateral y
bilateral. El tipo de cirugia se determina basandose en ciertos criterios,
localizacion y tamafo del tumor, linfonodos regionales comprometidos,
adherencia y fijacion del tumor al tejido y el numero total de lesiones (Nosalova
et al., 2024). El objetivo de la cirugia es la recesién de todos los tumores con
buenos margenes quirurgicos y la prevencion de reincidencias (Vazquez et al.,
2023).

A pesar de la elevada incidencia de CMC, no existe informacién concreta
para establecer la técnica quirdrgica adecuada; sin embargo, existen
recomendaciones: tumores menores a un centimetro de diametro se utiliza la
nodulectomia, la mastectomia simple se emplea cuando el tumor es mas grande
y se situa dentro de manera central dentro de la glandula mamaria. Para
animales con multiples tumores, las técnicas empleadas son la mastectomia
regional, unilateral o bilateral, y al igual que otras resecciones tumorales, el
margen quirurgico debe ser de dos centimetros como minimo ya que es vital la
extirpacion completa para evitar nuevas cirugias (Sorenmo et al., 2019; Valdivia
et al., 2021).
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Figura 3. Cancer mamario canino. A. Antes de la
mastectomia. B. Después de la mastectomia. Fotografia:
Hector B. Soni Ruiz.

2. 7. 2. Quimioterapia

La quimioterapia hace referencia a los farmacos empleados para tratar el

cancer.
2.7.2.1. Quimioterapia convencional

El tratamiento convencional se basa en la administracién de farmacos
citotoxicos con la maxima dosis tolerada (MDT) seguido por un periodo de
descanso para permitir al organismo la recuperacion, regularmente con ciclos
de 21 dias (Banys-Paluchowski et al., 2017). Su accién se dirige principalmente
a células que presentan constante divisibn como las tumorales (Cunha et al.,
2017), pero también afecta a las células del tejido normal de rapido recambio
celular, como células precursoras de la médula dsea, epitelio intestinal, células
inmunitarias, foliculos pilosos, entre otros (Biller, 2014). El periodo de descanso
entre tratamientos para evitar estos efectos deletéreos, permiten también que
las células tumorales adquieran resistencia al tratamiento. Este fenémeno se
conoce, como ‘resistencia a multiples farmacos”, e incluye una serie de

modificaciones moleculares (sefializacion de sobrevivencia, bombas de
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expulsion de farmacos, etc.) que le permiten a la célula tumoral volverse

resistente a los siguientes tratamientos (Hanahan, 2022).

Se utilizan farmacos antiproliferativos, inhibidores de receptores
hormonales y anticuerpos dirigidos a receptores membranales (inmunoterapia),
de los primeros se utilizan con mayor frecuencia doxorrubicina, carboplatino,

mitoxantrona, 5-fluorouacilo y ciclofosfamida (Nosalova et al., 2024).

2.7. 2. 2. Quimioterapia metronémica

La quimioterapia metronémica (QM) se basa en la premisa de la minima
dosis efectiva (MDE) y se caracteriza por la administracion oral de agentes
quimioterapéuticos en dosis bajas y por tiempos prolongados (Milevoj et al.,
2022) (Cuadro 3).

El agente citotoxico utilizado con mayor frecuencia en esta quimioterapia
es la ciclofosfamida (CFF), como unico tratamiento o en combinacion (Penel
et al., 2012). La CFF pertenece a la clase de las mostazas nitrogenadas que son
agentes alquilantes del DNA, a través de la formacién de enlaces covalentes
(Highley et al., 2022). La ciclofosfamida es una pro-droga metabolizada en el
higado generando la mostaza fosforamida que es el agente antineoplasico, y la
proteina acroleina causante del mayor efecto secundario de este farmaco que
es la irritacion del epitelio vesical conocida como cistitis hemorragica (Veal et al.,
2016).

Esta terapia metronédmica con CFF ha sido extensamente estudiada en
caninos. Elmslie et al., (2008), encontraron que en sarcomas el protocolo de CFF
a dosis bajas y continuas en combinacién con piroxicam a dosis altas fue muy
efectivo en la inhibicidon de nuevos crecimientos tumorales. Los perros de grupo
control tuvieron recurrencia del tumor con una mediana de tiempo libre de

enfermedad (TLE) de 211 dias, mientras que en el grupo experimental el TLE
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aumentd a 411 dias. En el cuadro 3 se describen las principales diferencias entre

las quimioterapias.

Cuadro 3. Principales diferencias de la quimioterapia metrondmica y

convencional de ciclofosfamida. Modificado de Maiti, 2014.

Maxima dosis tolerada Minima dosis efectiva
(200-250 mg/m?) (15 mg/m?)
Via intravenosa Via Oral
Intervalos Continuo
Costo alto (medicamentos, hospitalizacion) Bajo costo
Efectos adversos mayores Efectos adversos moderados

2.7.2.2.1. Mecanismos de accion de la quimioterapia metrondmica

Previamente se creia que la QM solo actuaba en la inhibicién de la
angiogeénesis pero ahora se le han identificado diferentes mecanismo de accion
tales como: anti-angiogénicos, muerte celular tumoral directa y activacion el

sistema inmune antitumoral (Cazzaniga et al., 2021; Jan et al., 2024) (Figura 4).
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Direct tumor cell death Immune system activation

Antiahgiogenic : : - .
-Targeting CSC - Restoring anticancerimmune

-Targeting divided ECs,CEPS, -Inducing: Apoptosis response

-Reducing differentiation of Autophagy, dormancy

immature EC
-Modulating specific factor

Figura 4. Cronologia del descubrimiento de los principales efectos de la

quimioterapia metronémica. Modificado de Cazzaniga et al., 2021.
2.7.2.2.2. Mecanismo anti-angiogénico

La angiogénesis y vasculogénesis son procesos fundamentales para el
crecimiento y la metastasis tumoral. La angiogénesis se define como la
vascularizacion nueva desarrollada por células endoteliales maduras a partir de
vasos existentes. La vasculogénesis es mediada por una secuencia bien
regulada de eventos que involucra factores de crecimiento, como pro-
angiogeénicos y anti-angiogénicos, y células progenitoras endoteliales de la
medula 6sea (Jan et al., 2024; Petrucci et al., 2024).

Los tumores tienen la capacidad de interrumpir este balance normal de
moléculas pro-angiogénicas y anti-angiogénicas que caracteriza la angiogénesis
fisiologica de tejidos en desarrollo, también conocida como el “switch
angiogénico”. La formacién de tumores regula de manera positiva factores de
crecimiento como el VEGF, el factor de crecimiento de fibroblastos (FGF) y el

factor de crecimiento derivado de plaquetas (PDGF). Estos factores participan
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en la proliferacion de las células endoteliales, los pericitos, fibroblastos
asociados a tumores. La vasculogénesis involucra la destruccion de la
membrana basal, remodelacion de la matriz extracelular, desprendimiento de los
pericitos, células endoteliales diferenciadas para mantener una angiogénesis
activa y eventualmente inducir proliferacion tumoral y metastasis (Biller, 2014;
Liu et al., 2023).

La administracion de la QM puede inhibir la angiogénesis vy
vasculogénesis por diferentes vias, incluida la reduccion de la proliferacion y
circulaciéon de células endoteliales bloqueando la diferenciacion de células
endoteliales inmaduras y modulando factores pro-angiogénicos y anti-

angiogénicos (Petrucci et al., 2024).
2.7. 2. 2. 3. Activacion del sistema inmunitario antitumoral

La investigacion en inmunologia veterinaria en el cancer ha revelado que,
al igual que en humanos, el sistema inmunitario de los animales puede reconocer
antigenos especificos del cancer y establecer una respuesta citotéxica. El
principal objetivo de la respuesta inmunitaria frente al cancer es la destruccion
de las células cancerosas. Los protagonistas en este proceso son los linfocitos
T citotéxicos (LTC) y las células natural killer (NK) capaces de destruir estas
células cancerosas mediante dos vias principales: la primera es provocada por
la exocitosis de granulos como la perforina y enzimas asociadas a granulos
(granzimas). La segunda via es a través del sistema ligando de muerte/receptor.
Sin embargo, el cancer tiene la capacidad de suprimir la respuesta inmunitaria,
produciendo citocinas inmunosupresoras o reclutando células T reguladoras
(Treg) que inhiben la actividad antitumoral (Kim et al., 2012; Martinez-Lostao
et al., 2015; Fonseca-Alves et al., 2024).
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La QM puede reducir células inmunosupresoras como las Treg y
restablecer la funcién de células T y NK en pacientes con cancer, lo que favorece
un mejor control sobre la progresion tumoral (Martorana et al., 2024). En un
estudio, se probaron dos diferentes dosis una a 12.5 mg/m?/dia y 15 mg/m?/dia
por 28 dias, se mostraron resultados en la disminucion de Treg en ambas dosis,
ademas, cuando los perros recibieron la dosis 15 mg/m?/dia se observaron
resultados en la disminucién significativa de la densidad de los vasos
sanguineos en el tejido tumoral, lo cual indica que a esta dosis puede haber
efecto inmunomodulador y antiagiogénico. Cabe destacar que ninguno de los

pacientes tuvo efectos adversos severos (Burton et al., 2011).

Otro mecanismo de accion que se atribuye a la QM es el efecto citotdxico
directo a las células cancerosas, especialmente las células madre cancerosas
(CMCs), también conocidas como células iniciadoras de tumores. Las CMCs
tienen la capacidad de autorrenovarse y generar diferentes tipos celulares. Esta
diversidad celular es fundamental para la proliferacion tumoral, la invasion y la

metastasis. (Gaspar et al., 2018; Petrucci et al., 2024).
2. 8. Yodo molecular

El yodo es un componente esencial de las tironinas y, por lo tanto, la
mayoria de los estudios se han enfocado en su captacion y metabolismo en la
funcidn tiroidea (Aceves et al., 2021). Sin embargo, numerosas investigaciones
apuntan a que el yodo en su forma molecular participa en la fisiologia normal y
patologica de otros 6rganos como la glandula mamaria, estdmago, prostata,

ovarios y pancreas (Aceves et al., 2021).

Estudios recientes han mostrado que el tracto gastrointestinal es capaz
de captar yodo como yodo molecular (l2) y como yoduro (I-) (Aceves & Anguiano,

2009), y que existe una distribucién y captaciéon diferencial en tejidos como la
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sangre, el estbmago, la piel, la tiroides y la glandula mamaria (Anguiano et al.,
2007). Mas aun, el I parece ser mas eficiente en corregir el proceso bocigeno
de la tiroides asociado a deficiencias de yodo, mientras que, en la glandula
mamaria y otros tejidos, el |2 es captado y ejerce efectos relacionados con la

proliferacion y diferenciacion celular (Eskin et al., 1995).

El amplio consumo en paises asiaticos de algas marinas se ha asociado
a la baja incidencia (aproximadamente 3 a 10 veces menos) de enfermedades
mamarias, prostaticas y cardiovasculares en comparacion con el resto del
mundo. Estas algas son ricas en yodo (30,000 veces mas que cualquier otro ser
vivo) y contienen diferentes formas quimicas del compuesto (I-, 12 y yodo unido
a proteinas). Los japoneses consumen 25 veces mas yodo que el occidente
(5280 ug/dia vs 166-209 pg/dia en Estados Unidos o Inglaterra) (Cann et al,,
2000). La importancia del |2 en el tratamiento de disfunciones benignas de
glandula mamaria como la fibrosis ha sido corroborada en protocolos clinicos
(Ghent et al., 1993; Eskin et al., 1995).

lll. Antecedentes especificos

Nuestro grupo de investigacion tiene una amplia experiencia en el analisis
del |2 en diversas células cancerosas captadoras de yodo (Aceves et al., 2021).
El antecedente directo mas cercano a este estudio se refiere al tratamiento en
coadyuvancia de |2 junto con terapia neoadyuvante con Doxorrubicina (DOXO)
en perras con cancer mamario. Dicho trabajo mostrd que la suplementacion de
l2 mejord la respuesta antineoplasica de la DOXO evitando la quimiorresistencia.
Atenud los efectos adversos y aumenté el tiempo libre de enfermedad
(Zambrano-Estrada et al., 2018).

Otro estudio mas reciente en un modelo murino de cancer mamario

permitié analizar el suplemento de |2 en un esquema metronémico con CFF. Los
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resultados mostraron que la combinacion CFF+l2 tuvo una mejor respuesta
antineoplasica disminuyendo significativamente el tamano tumoral (50% vs
75%). Ademas, se observd una potenciacién en la respuesta inmunoldgica
antitumoral y una ausencia total en los efectos adversos de CFF relacionada con
cistitis hemorragica (Delgado-Gonzalez et al., 2024). La CFF, ha sido utilizada
eficazmente en perros a dosis metronémicas en distintos tipos de cancer. Los
resultados han corroborado efectos anti-angiogénicos y activacién moderada de
la respuesta inmune antitumoral con pocos efectos secundarios (Lana et al.,
2007; Leach et al., 2012).

Por todo lo anterior, en este proyecto se pretende utilizar el suplemento
oral de I2 en co-administracion con CFF metrondmica en el cancer mamario

canino.
IV. Hipétesis

La suplementacién de I2 en la terapia metronémica con CFF (CFF+I2)
tiene un efecto adyuvante contra el cancer mamario canino, mejorando la

respuesta antineoplasica y disminuyendo los efectos secundarios.
V. Objetivos
Objetivo general

Analizar los efectos antineoplasicos y de salud durante la administracién

de CFF+P y CFF+I2 como tratamiento contra el cancer mamario canino.
Objetivo especifico

Analizar el efecto de la CFF+P y CFF+I2 en la respuesta tumoral (tamafo
e histopatologia) y los efectos adversos (estado general, cambio en peso
corporal y cistitis hemorragica).
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VI. Metodologia

El protocolo del presente trabajo fue aprobado por el Comité de Bioética
de la Facultad de Ciencias Naturales, oficio 086FCN2023.

La etapa clinica del estudio se llevd a cabo en el Hospital Veterinario de
Especialidades en Pequefias Especies de la Universidad Autonoma de

Querétaro (HVEPE/UAQ) y en el Hospital General Veterinario (privado).

En el HVEPE/UAQ, se realizé la evaluaciéon clinica que abarca
exploracion fisica, evaluacion macroscopica de los tumores, toma de muestra
del tumor mediante Aspiracion Citolégica con Aguja Delgada (ACAD), obtencion
de muestra sanguinea y de orina, asi como estudios de electrocardiograma e
imagenologia (rayos Xy ultrasonido) y en el Hospital General Veterinario se llevd

a cabo la mastectomia y el cuidado post-quirurgico.

El procesamiento y la interpretacion de muestras clinicas (hemograma,
quimica sanguinea, examen general de orina y estudio de funcién tiroidea) se

realizaron en el Laboratorio Biocel.

El procesamiento y diagndstico citoldgico e histopatoldgico, asi como la
preparacion del protocolo quimioterapéutico, se realizaron en el Laboratorio de

Patologia Veterinaria de la Universidad Autonoma de Querétaro.

El analisis molecular de los tumores y la determinacion de |2 en orina se
realizaron en el Laboratorio de Metabolismo Energético del Instituto de

Neurobiologia de la Universidad Nacional Autonoma de México (INB/JUNAM).

Se difundié una convocatoria en carteles, lonas, radio UAQ y prensa de
Querétaro, invitando a las personas que tuvieran perras con nédulos neoplasicos

en glandulas mamarias, a que acudieran a una primera evaluacion para realizar
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el diagndstico de cancer mamario mediante citologia. Los animales en estudio

fueron incluidas con previo consentimiento informado del propietario.

Se establecieron ciertos criterios para que las perras pudieran integrarse

0 permanecer en este estudio:
Criterios de inclusion:

e Perras con cancer mamario.

e Perras en condiciones aceptables de salud.
Criterios de exclusion:

e Perras con problemas tiroideos, hepaticos, renales o cualquier
enfermedad que comprometa la vida de la paciente.

e Perras con tratamiento oncolégico previo.

e Tumores mayores a 10 centimetros de diametro o que no permitan

realizar las actividades de la vida diaria.
Criterios de eliminacion

¢ Intolerancia al yodo molecular.
e No apego al tratamiento.

¢ Animales que requirieron cambio de tratamiento.

Este estudio es prospectivo, doble ciego y contd con una poblacion de 50
perras que recibieron ciclofosfamida (CFF), se dividié en: grupo control CFF+P
(n=25) y experimental CFF+I2 (n=25). El andlisis del tamafio de muestra por
Gpower indicé una muestra minima de 16 individuos por grupo; sin embargo, y
dado que no se sabe que haya una gran cantidad de desercion, nos fijamos en

una poblacién de 50 individuos (25 por grupo).

El estudio se realizd en cuatro etapas:
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e Evaluacion inicial: Se realizd la exploracion fisica, evaluacion
macroscopica de los tumores y el diagnostico de cancer mamario mediante
aspiracion citologica con aguja delgada. También se tomaron muestras
sanguineas para estudios de hemograma y quimica sanguinea de 5 elementos
(urea, creatinina, alanina aminotransferasa -ALT-, aspartato aminotransferasa
-AST- y fosfatasa alcalina) y orina para su respectivo urianalisis, ademas de
estudios de imagenologia (radiografia de térax y ultrasonido abdominal) y
electrocardiograma, determinando asi la etapa clinica de la enfermedad vy el
estado de salud de cada paciente.

e Tratamiento: Ambos grupos: control y experimental fueron tratados
con capsulas de CFF (15 mg/m?) para su administracion via oral, cada 24 horas,
durante 28 dias. Al grupo experimental se le proporciond Iz (5mg/dia) y al grupo
de placebo (colorante vegetal) cada 24 horas en conjunto con el alimento. Se
realizaron evaluaciones fisicas cada dos semanas.

e Evaluacion final y mastectomia: Para la evaluacion final vy
procedimiento quirdrgico de mastectomia, se abrié su expediente para conocer
a que grupo pertenece la paciente.

e Seguimiento: Posterior a la mastectomia hubo un seguimiento de 30

dias. Se continué proporcionando el |2 a todas las pacientes por diez meses mas.

Preparacion del tratamiento. Consistidé en la preparacién del tratamiento
en capsulas de gel conteniendo ciclofosfamida (15 mg/m?) y furosemida (2
mg/kg), este procedimiento se realizé con medidas de bioseguridad utilizando
guantes, cubrebocas y bata para evitar la contaminacién del tratamiento. Las
capsulas se llenaron cuidadosamente a la dosis correspondiente para cada
paciente, empleando una balanza analitica para asegurar la precision en el peso

de cada capsula.

Medicion del consumo de yodo
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Debido a su alta especificidad y sensibilidad al yoduro, tal como a su facil
automatizacién y correlacion con los métodos estandar y acorde a la reaccion
de Sandell-Kolthoff, se utilizé un electrodo de yoduro (electrodo selectivo de ion)

para la determinacion de yodo en orina.

Evaluacion anatoémico patoldgica.

El diagndstico inicial de los tumores se realizé mediante citologia del
tumor primario por aspiracion con aguja delgada (ACAD) y los extendidos se
tineron con Papanicolau. El examen macroscopico de los tumores se efectuo en
cada cita con la paciente; para evaluar el comportamiento bioldgico del tumor, la
medicion se realizd con un vernier. Posteriormente se hizo la correlacion

histopatolégica con la biopsia obtenida de la mastectomia.

Analisis estadistico. Los resultados se expresaron como media *
desviacion estandar (DE). Se empled un analisis de varianza (ANOVA) de una
via, seguido de pruebas post hoc para determinar diferencias significativas entre
los grupos (P<0.05). Ademas, se utilizé la prueba t de Student para comparar las
medias. El simbolo * indica diferencias significativas entre grupos. Todos los

analisis se realizaron utilizando el software GraphPad v8.0.02.
VII. Resultados

Se valoraron clinicamente a 76 perras, de las cuales 74 resultaron
tumores mamarios, 57 fueron de caracter maligno (77%) y 17 benignos (23%).
En la Figura 5 se describe la informacion de veinte perras con cancer mamario

que cumplieron con los criterios de aceptacion y que terminaron la fase 1.
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Poblacioén total, 74 perras
Malignos: 77% (57 perras)

Tumores de glandula Benignos: 22.9% (17 perras)
mamaria

/-!Edad promedio, 9.7 afios
* Raza, 70% (French Poodle, 5/14)

H 0,
» Mestizas 30% Edad y raza

~

*Nuliparas, 65%
*Parto unico, 20%

*Multiparas, 15% Reproduccién Alimentacion/
Condicién corporal

Alimento comercial, 45%
Alimentaciéon mixta, 55%

Sobrepeso u obesas, 30%
«Intactas, 70%
*Esterilizadas, 30%
€

Figura 5. Datos clinicos de la poblacion estudiada.

Los resultados muestran mayor presentacion de casos (70%) en perras
de raza, siendo la raza Poodle la mas propensa y la edad promedio de 9.7 afios.
En cuanto al tipo de alimento, el 45 % ingirié alimento comercial y 55% de las
perras las mantenian con una dieta mixta. La mayoria de las perras cuentan con
un indice de condicion corporal deseable, es decir entre 4 y 5 en escala de 9y
solo el 30% se encontraban en sobrepeso u obesas en escala de 8/9 (Chun
et al., 2019). Un dato interesante es que el 65% fueron nuliparas, con un parto

el 20% y multiparas el 15%.

Para asegurar la ingesta de |2 se recolectaron muestras de orina antes,
durante y al final de los tratamientos. La medicion fue mediante un electrodo
selectivo de iones de yodo. También se monitored la funcién tiroidea mediante
la medicién sérica. En la figura 6 se muestran las concentraciones
incrementadas de yodo en los periodos medio y final en los grupos de CFF+l2,

sin embargo, la suplementacion con Iz no afectd a la funcién tiroidea (Figura 6).
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Figura 6. Ingesta de yodo y estatus tiroideo. A. Concentracion urinaria de yodo
medida mediante un electrodo selectivo de iones de yodo. B. Niveles sanguineos de
hormona estimulante de la tiroides (TSH), tiroxina total (T4) y triyodotironina (T3) pre y

post tratamiento.

La Figura 7 muestra que el cambio de peso corporal durante el estudio no
vario entre los grupos, indicando que los tratamientos no afectaron de manera
severa la salud de los animales. Los efectos adversos se clasificaron de acuerdo
a los criterios de terminologia comun para efectos adversos tras la terapia
experimental en perros y gatos, del grupo Cooperativo de Oncologia Veterinaria
(VCOG-CTCAE v2 (ver anexo 1).
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La Figura 7 describe los efectos adversos caracteristicos de la

quimioterapia con CFF tales como vémito, diarrea, letargia, nausea, hiporexia y

alopecia. El grupo control presenta 5 pacientes con efectos grado 2 y en el grupo

experimental 3 (Figura 7). Ningun participante mostro cistitis hemorragica.
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Figura 7. Efectos adversos observados: peso corporal (P<0.6) y signologia de

acuerdo a los parametros establecidos por el grupo de Oncologia Cooperativa

Veterinaria: Criterios de terminologia comun para efectos adversos (VCOG-CTCAE v2)

(LeBlanc et al., 2021).

Sin embargo, con respecto a la etapa clinica inicial y final los resultados

muestran que una perra del grupo control avanzo a la etapa V (Cuadro 4).
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Cuadro 4. Estadio clinico pre y post tratamiento.

| 4 4
I 3 4
I 8 7
\Y 1 0
Vv 0 1

Por otro lado, en el ambito tumoral, se obtuvo una muestra de 28 tumores
totales (15 del CFF+P y 13 CFF+l2). Los tumores de origen epitelial se
presentaron en mayor porcentaje (71,4%) y el 28,6% de origen mixto. Con
respecto al grado histologico, 22 tumores resultaron en un grado histolégico bien

diferenciado (78.5%) y solo 4 moderadamente diferenciados (21.5%).

El tipo de cancer mamario mas frecuente fue el carcinoma simple en sus
diferentes variantes, presentandose en un 42,8%. La mayoria de los tipos de
tumor fueron quimiorresistentes y los de mejor respuesta fueron los carcinomas
simples. La quimiorresistencia fue considerablemente menor en el grupo de I2
con un 15,4% en comparacion con el grupo control, en donde fue del 50% (Figura
8).
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Figura 8. Tamaro tumoral residual * P<0.05.

Los mensajeros moleculares se analizaron por la técnica de amplificacion
de la polimerasa (RT-PCR). La Figura 9 muestra la integridad del acido

ribonucleico ribosomal (ARNr), banda superior 28S y banda inferior 18S.

28s

18s

Figura 9. Fotografia de gel de agarosa (1X) mostrando diferentes
muestras tumorales de RNA total.
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La Figura 10 muestra la expresion de los genes Bax, Bcl-2 y PPARy de
ambos tratamientos. Se observa que la suplementacion del 2 incrementa
significativamente la expresién de Bax (p < 0.05) en comparacion con el grupo
control. Por otro parte, no se encontraron diferencias significativas en la
expresion de Bcl-2 entre ambos grupos. No obstante, el indice Bax/Bcl-2 fue
significativamente mayor en el grupo CFF+I2 (p < 0.05), lo cual sugiere induccion
apoptotica. La expresion de los receptores PPARy mostré un aumento
significativo en el grupo con |2 respecto al grupo control (p < 0.05), los cuales
estan relacionados con mecanismos de diferenciacion celular inducidos (Aceves
et al., 2021).
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Figura 10. Expresion génica de muestras tumorales en ambos tratamientos.

VIIl. Discusion
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El objetivo de este estudio fue analizar el efecto del suplemento oral de I2

en la terapia metronémica con ciclofosfamida en el cancer mamario canino.

Los datos clinicos de las participantes mostraron que la edad promedio
de presentacion del cancer mamario fue de 9.7 afos, lo cual concuerda con la
conocida incidencia en edades tardias (Zatloukal et al., 2005; Pastor et al.,
2018). Por otra parte, la dieta y la condicidn corporal son factores que influyen
en el desarrollo de TMC. En nuestro estudio, la mayoria de las perras recibia
una alimentacion mixta (comercial y casera), y presentaban una condicion
corporal 6ptima. Estos datos sobre el tipo de dieta coinciden parcialmente con lo
reportado por Alenza et al., (1998), quienes observaron una mayor prevalencia
de TMC en pacientes alimentadas con comida casera. Sin embargo, a diferencia
de ese estudio, en nuestra muestra, el porcentaje de animales con obesidad fue
bajo, lo que no respalda la asociacién entre obesidad y riesgo de TMC planteada

por dichos autores.

En relacion al estatus reproductivo, es notorio que el 65% eran nuliparas,
sin embargo, se requiere profundizar en el tema ya que no existen datos que lo
relacionen; El 70% de la poblacion se encontraban enteras al momento del
diagndstico de CMC, situacion que coincide con otros autores que indican que
las perras enteras tienen un riesgo mayor que las esterilizadas antes de los
primeros dos anos de edad (Schneider et al., 1969; Beaudu-Lange et al., 2021).
Es importante sefalar que en nuestro estudio la esterilizacion de las

participantes fue de manera tardia por patologias uterinas.

Con respecto a los efectos adversos asociados al tratamiento oncoldgico,
los resultados obtenidos sugieren que tanto el grupo control (CFF+P) como el
suplementado con yodo (CFF+I2) toleraron bien la quimioterapia, ya que no hubo
pacientes con efectos adversos severos (3, 4 6 5 segun VCOG-CTCAE). Sin
embargo, en 5 pacientes del CFF+P y tres pacientes del grupo CFF+l2 reportaron
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efectos adversos moderados (grado 2). Cabe sefalar que ningun paciente
necesitdé cuidados intensivos. Esta atenuacién de los efectos adversos por el
suplemento de |2 concuerda con estudios previos en modelos murinos y caninos
en los cuales se observo que el suplemento de |2 atenua los efectos adversos
provocados por la quimioterapia con DOXO y CFF (Zambrano-Estrada et al.,
2018; Delgado-Gonzalez et al., 2024). Este efecto protector se asocié a la
activacion de mecanismos antioxidantes directos (disminucion de la
lipoperoxidacién) e indirectos (expresion de la enzima antioxidante superéxido
dismutasa 1; SOD1), mostrandose una significativa atenuacion en la inflamacion
del epitelio de la vejiga (Almalag et al., 2021; Delgado-Gonzalez et al., 2024).
Nosotros no incluimos esta medicion, pero puede considerarse como un

mecanismo general del I2.

En relacion al estatus tiroideo, los niveles de yodo en orina en el grupo
experimental suplementado con |2 superd los 1300 ug/L, mientras que en el
grupo control los valores son similares a los descritos en perros con dietas
estandar (150-250 ug/L). Las concentraciones séricas de TSH, T4 y T3 no
mostraron cambios con los tratamientos y fueron similares a las descritas en
animales eutiroideos (Zambrano-Estrada et al., 2018). Estos datos indican que
ni la quimioterapia ni el consumo moderado de yodo modificaron el estado

tiroideo.

Respecto al ambito tumoral, se obtuvieron 28 tumores en total, los
tumores de origen epitelial fueron los mas comunes (71.4%) y 28.6% fueron de
origen mixto, coincidiendo con los hallazgos de otros autores en los que
observaron un mayor porcentaje de tumores epiteliales (Tavasoly et al., 2013;
Salas-Araujo et al., 2016; Pastor et al., 2018). En cuanto al grado histolégico, en
este estudio se identificaron 22 tumores de grado bajo y solo 2 de grado
moderado. Estos resultados difieren de los reportados por quienes observaron
un bajo porcentaje de tumores de grado bajo. Sin embargo, nuestros datos
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coinciden con los reportados en nuestro estudio anterior, mostrando una mayor
proporcion de tumores de bajo grado (Zambrano-Estrada et al., 2018), indicando

gue se trata de poblaciones similares en el estado de Querétaro.

El tipo de tumor mas frecuente fue el carcinoma simple (42,8%) en sus
diferentes variantes; este resultado se alinea con lo reportado en otros estudios
en México, donde el carcinoma simple fue el tipo histolégico mas frecuente
identificado (Salas-Araujo et al., 2016; Zambrano-Estrada et al., 2018).

Actualmente, no existen estudios previos que evaluen la quimioterapia
metronomica con ciclofosfamida en CMC; sin embargo, Milevoj et al., (2022)
aplicaron un protocolo parecido en tumores orales, observando beneficio clinico
en el 50% de caninos al mes y en un 33% a los tres meses de tratamiento.
Ademas, el efecto adverso presentado con mayor frecuencia fue la cistitis
hemorragica. Por otro lado Burton et al., (2011), demostraron que dosis bajas
diariamente de ciclofosfamida (15 mg/m?/dia) no provocaron efectos adversos
en ningun canino; pero disminuy6 el numero y la proporcidon de linfocitos T
regulados (Treg) y redujo la densidad microvascular tumoral en sarcomas de
tejidos blandos (Doloff & Waxman, 2012; Denies et al., 2017). Estos efectos anti-
angiogénicos e inmunocitotoxicos de la CFF metrondmica también se

observaron en el cancer mamario murino (Delgado-Gonzalez et al., 2024).

Aunado a lo anterior, nuestro trabajo aporta evidencia relevante en el
CMC, mostrando que el suplemento de l2 disminuye significativamente la
quimiorresistencia (15,4%) en comparacién con el grupo CFF+P (50%). Estos
resultados son concordantes con lo reportado por Zambrano-Estrada et al.,
(2018) utilizando quimioterapia convencional en CMC y en terapia metronémica
CFF+l2, en murinos (Delgado-Gonzalez etal, 2024). Los mecanismos
propuestos para estos efectos incluyen la yodacién del acido araquidénico (AA)

gue se encuentra en concentraciones elevadas en las células cancerosas y que
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da lugar al yodolipido conocido como 6 yodolactona -6-IL- (Nava-Villalba &
Aceves, 2014). Esta 6-IL es un ligando activador de los receptores PPARYy. Estos
receptores son factores de transcripcion relacionados con procesos de
diferenciacion, anti-angiogénesis y apoptosis (Figura 11) (Aceves et al., 2009;
Nufez-Anita et al., 2009; Chen et al., 2024). En el presente trabajo se observo
que la suplementacion del |2 promovidé la apoptosis, evidenciada por el
incremento en la expresion del gen Bax y por el indice apoptotico Bax/Bcl-2, el
cual fue significativamente mayor en el grupo con l2. Estos hallazgos sugieren
que la suplementacion de |2 contribuye a la inhibicion del crecimiento tumoral.
Por otro lado, se observé un aumento en la expresion de PPARY, lo que refuerza
la idea de que el |2 ejerce sus efectos antineoplasicos a través de la activacion

de estos receptores.
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Figura 11. Mecanismos apoptéticos y de diferenciacion del I.. Tomado de: Aceves et al.,
2021.

IX. Conclusiones
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1. La suplementacion del |12 mejora la respuesta antineoplasica de la CFF

metrondmica disminuyendo el tamafio tumoral y la quimiorresistencia.

2. Independientemente del grupo, la mejor respuesta al tratamiento se

observoé en los tumores de bajo grado histologico.
3. Ningun tratamiento modifico el peso corporal y la funcidn tiroidea.

4. Los efectos adversos fueron moderados en el grupo control y se

atenuaron con el suplemento de 2.
X. Perspectivas

Para determinar los mecanismos moleculares involucrados en las
respuestas antineoplasicas de los tratamientos, se determinaran los siguientes

paramentos:

1)
2) Quimiorresistencia (survivina), invasion (UPA) y angiogénesis (VEGF)
3)

4) seguimiento de sobrevida y respuesta libre de enfermedad por al

Tipo tumoral (receptor de estrogenos, HER2).

Angiogénesis (vascularizacion tumoral (CD31)).

menos 10 meses.
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XIl. Anexos.

¢ Anexo 1: Criterios de terminologia comun para efectos adversos

e Anexo 2: Cartel de difusion

Efectos adversos y sus grados por parametros por VCOG-CTCAE v2
(LeBlanc et al., 2021).

Voémito < 24 horas Por mas de 24 Hospitalizacion Deshidratacion
horas grave
Nausea Salivacion ligera Salivacion
moderada
Diarrea < 24 horas Por mas de 24 Hospitalizacion Deshidratacion
horas grave
Hiporexia | | apetito por<1 | | apetito por 1- | apetito por 2
semana 2 semanas semanas
Letargia Casi Cierta dificultad Restriccién de Movimiento es
desapercibido movimiento nulo
Alopecia Localizada Generalizado Generalizado,
escaso y
permanente
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Cistitis Asintomatico Sintomatico Interrumpir el
medicamento

atribuido

Hemorragia

Cartel de difusion

A los propiafarios oe maosooios con

CANCER MAMARIO CANINO

38 CONVoCa a gue sus mascolas parficipen en el profocolo de
L igacién que estard abierto hasio agosto 2024 :
INFCRBE:
WL Hactar ond boe
“&Nm.mnlr--lmmm‘x
IEIPCHIANIES BELFROTRETO:

e Carean dchoan Vegmss Pl | Szt Seae
Era. ek Jamissar Ehan [coiatanaces] ! sschi 28keg ma

p RETO que atender

CANCER MAMARIO CANINQ, + DESAFIO:

Incidencia alta (dos veces

- \ La recurrencia y metdstasis
mds que en mujeres)

TRATAMIENTO:

DUMICTERAFIA METRONGMICA con slectc enfineopiBacs v derninuaien o sonce
advamcs a dierencio de GUIMKIENCE Con a dods MM tolerca.

FODD MOLECILAR

Fraducie nanral cen patenies abtarides por lo URAR.

Ho mositdo en efes modeios biokdgleos, ¥ @n MUKNES con cAncer mamars,

propkdodes teropduticns Incluida o ocividod anfioddante, enfintiamatania ¥

anficanRCEngeEna Con @ectos secunsanos resuCides o ser oominsado n connss

=on ka guimiaberapia eskandar,

Diagndstico citologico: $500 PESOS
En coso de ser candidata, TRATAM ,ENTO GMTU”O q ue f-nduye:

Diogmistico [ beges] asanclin epacialada ftecceet
relocionsss con El
Andss clinicas rotamients dooete @ ¥ _,{5
-Blomehfa hematica 4y periado de Investigacien. =
- Beguimica sanguinga ”'% Fig " -
- Lrandikl ey YODO MOLECULAR "’hh
Bafiro total g los tumones. M Ty
Evolvociones clinlcos perkdicas = -
Elkcirocardiogroma wd'“w
LT g 1 sEEuMBNAN-
- can I Cupnde N0 @uista opege eswicio of

renales, cardlocos o que compromesan o |
wido da lo pacienis con este protocolo ] +  Cuondolalten Una segunda vax
. Hemoras com matamicmtc previe conra ol |

cfncar.

6

Anexo 2. Cartel de invitacion al protocolo

al
nahsrol de yoda mokecukar

G reguicron combio de frtamienss.

[ [
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