UNIVERSIDAD

NACIONAL

DE COLOMBIA

Evaluacion de la expresion de PD-L1,
CD31 en tumores mamarios caninosy
su relacidon con criterios de
malignidad

GLENDYS LORDUY RODRIGUEZ

Universidad Nacional de Colombia
Facultad de Medicina Veterinaria y Zootecnia
Bogoté D. C, Colombia

2024






Evaluacion de la expresion de PD-L1,
CD31 en tumores mamarios caninos y
su relacion con criterios de
malignidad

Glendys Lorduy Rodriguez

Trabajo final presentado como requisito parcial para optar al titulo de Especialista en
Anatomopatologia Veterinaria

Director:

PhD., Luis Mauricio Montoya Flérez

Universidad Nacional de Colombia
Facultad de Medicina Veterinaria y Zootecnia
Bogota, D.C, Colombia

2024






Dedicatoria

A mi padre, Arnulfo Lorduy, por sus palabras de
aliento y sabios consejos que me impulsaron a
superar obstaculos, por apoyarme y motivarme, por
ser mi mayor inspiraciéon

A mi esposo Mario Ballesta por su apoyo incondicional
dia y noche, por ser el pilar principal gue me sostuvo
en los momentos de dudas, tristeza y cansancio

A mi madre y hermana, Jazmin Rodriguez, Glensys
Lorduy por brindarme su apoyo y motivarme a seguir
adelante

A mis compafieros y docentes de la Especialidad, que
me ayudaron en cada paso de mi formacion

académica.



VI Evaluacion de la expresién de PD-L1, CD31 en tumores mamarios caninos y su
relacion con criterios de malignidad

Agradecimientos

¢ Al laboratorio de patologia Veterinaria de la Universidad Nacional sede Bogota de
Colombia

e Doctor Luis Mauricio Montoya, docente de la Universidad Nacional, director del
trabajo

e Doctor William Frend Osorio Zambrano, docente de la Universidad Nacional, por
su apoyo y colaboracién.

e Fabian Danilo Lépez, Estudiante de Maestria en salud Animal de la Universidad
Nacional, por su apoyo y colaboracion

e Pilar Pineda, por el analisis estadistico
e Sebastidn Suescun, por su apoyo y colaboracion

¢ A mis compafieros y docentes de la especialidad, por sus ensefianzas y ayuda
constante.

e Ala Universidad de los Llanos, por su colaboracion



Resumen y Abstract Vi

Resumen

Evaluacion de la expresion de PD-L1, CD31 en tumores mamarios caninos y su

relacién con criterios de malignidad

El objetivo de este estudio fue evaluar la inmunoexpresion de PD-L-1y CD31 en glandulas
mamarias caninas normales y tumores mamarios, determinando su relacion con criterios
de malignidad histopatolégicos, para ello, se analizaron 30 tejidos de tumores de glandulas
mamarias diagnosticadas como carcinomas, adenomas e hiperplasias y que pertenecian
al archivo del Laboratorio de Patologia Veterinaria en la Universidad Nacional de Colombia
afios 2019-2023; de cada caso se incluyeron variables como edad, raza, estado
reproductivo, tamafio tumoral, ubicacién neoplasica segun su localizacién anatémica. Los
resultados no evidenciaron una asociacion significativa entre el tipo de neoplasia y el
estado reproductivo, la raza o la ubicacion del tumor. Sin embargo, se encontré una
relacién significativa entre la edad y el tamafio del tumor con el tipo de neoplasia. Para el
analisis inmunohistoquimica se evidencio que la expresibn de CD31 se asocid
significativamente con la ulceracion y presencia de metastasis, mientras que PD-L1 mostré
una asociacion significativa con la formacién de tabulos, pleomorfismo nuclear y grado de
malignidad. Este estudio subraya la importancia de investigaciones adicionales sobre
biomarcadores en tumores mamarios caninos para mejorar el diagnéstico, el pronéstico y
el tratamiento, enfatizando el potencial de la especie canina como modelo para estudios

comparativos en oncologia.

Palabras claves: Tumor mamario canino, Inmunomarcadores, CD31, PD-L1,

Oncologia comparada.
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Abstract

Evaluation of the expression of PD-L1, CD31 in canine mammary tumors related to

malignancy criteria.

The aim of this study was to evaluate the immunoexpression of PDL-1 and CD31 in normal
canine mammary glands and mammary tumors, determining their correlation with
malignancy criteria whose histopathological diagnosis was performed at the Veterinary
Pathology Laboratory at the National University of Colombia. A total of 30 mammary gland
tumor tissues diagnosed as carcinomas, adenomas, and hyperplasias were collected from
reports compiled from 2019 to 2023. Variables analyzed included age classification, breed,
reproductive status, tumor size, and neoplastic location based on anatomical localization.
The results did not show a significant association between the type of neoplasia and
reproductive status, race, or tumor location. However, a significant relationship was found
between age and tumor size with the type of neoplasia. For the immunohistochemical
analysis, it was evident that CD31 expression was significantly associated with the
evaluated histopathological criteria of ulceration and presence of metastasis, while PD-L1
showed a significant association only with the formation of tubules, nuclear pleomorphism
and degree of malignancy. This study highlights the importance of additional research on
biomarkers in canine mammary tumors to improve diagnosis, prognosis and treatment,
emphasizing the potential of the canine species as a model for comparative studies in

oncology.

Keywords: Canine mammary tumor, Immunomarkers, CD31, PD-L1, Comparative

Oncology.
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Introduccioén

ELos tumores mamarios constituyen las neoplasias mas frecuentes en perras no
esterilizadas, representando el 50% o mas de todos los tumores en hembras de esta
especie (Salas et al.,, 2015), asi mismo se ha observado que la incidencia disminuye
significativamente en perras esterilizadas antes de su primer o segundo ciclo estral. En la
especie canina estos tumores poseen una incidencia significativamente mas alta en
comparacion con otras especies domésticas e incluso es tres veces mayor que en
humanos. Este fendbmeno se asocia entre otros, con los cambios hormonales propios de
los ciclos estrales, independientes de la gestacion, (Nufiez y Montes de Oca 2012); en este
contexto y dada la similitud en las caracteristicas epidemioldgicas, clinicas, bioldgicas y
genéticas de estos tumores con los identificados en mujeres, la hembra canina se
considera un modelo importante para estudios comparativos en oncologia (Cassali, 2013;
Gray et al., 2020; Paoloni y Khanna, 2008).

Factores predisponentes como el estado reproductivo, la edad y la raza influyen en la
presentacion de tumores mamarios y son las razas puras, especialmente las de tamafio
pequefio, mas susceptibles. La incidencia méxima se estima entre los 8 y 10 afios (Clavijo
et al., 2020) y son clave en la iniciacion y progresion de estos tumores factores genéticos,
hormonales y ambientales, lo que destaca la importancia de la investigacion para un mejor
entendimiento de su etiologia y para el desarrollo de estrategias de prevencion y

tratamiento efectivas.

El diagnostico y pronéstico eficaces dependen del uso de biomarcadores; aunque algunos
biomarcadores han sido estudiados exhaustivamente, es crucial avanzar en el andlisis de
diferentes marcadores en tumores mamarios caninos para comprender su papel en el
proceso carcinogénico, especialmente en lo que respecta a la progresion tumoral y la
metastasis; de esa manera profundizar en los estudios de marcadores de

inmunohistoquimica podria contribuir significativamente en el prondstico y tratamiento de
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pacientes con tumores mamarios, favoreciendo su expectativa de vida (Salas et al.,
Romero, 2016).

En relacién con biomarcadores, algunos autores mencionan que la inmunomarcacion de
CD31 en las células endoteliales de los capilares y vénulas poscapilares puede ayudar en
la identificacion de la densidad de la microvasculatura tumoral (DMT) (Weidner, 1991), lo
gue es vital para la comprension de procesos de angiogénesis y metastasis en este tumor;
al respecto, existen algunos métodos probados para su medicién en la especie canina y
humana (Sakalauskaite et al., 2022; Weidner, 1991), sin embargo, son escasos los trabajos
gue miden la relacion entre su expresion y el grado histologico de malignidad en el cancer
mamario (Bathia et al., 2022); por lo que este trabajo viso elucidar algunos de esos
aspectos.

En relacion con el marcador CD31 (molécula de adhesién de células plaquetarias-
endoteliales 1) es una glicoproteina transmembrana con varias funciones en multiples vias
fisiologicas y patoldgicas, incluyendo desprendimiento de leucocitos, activacion
plaquetaria, activacion de células T, angiogénesis, aterosclerosis y mantenimiento de la
integridad vascular, por ello, es considerado un marcador muy especifico para las células
endoteliales y sus tumores; asi, emplearlo en cancer mamario puede contribuir con datos
relevantes para el entendimiento del proceso de angiogénesis en este tipo de tumores.
(Ramos-Vara et al, 2018)

Por otra parte, El PD1 es una proteina transmembrana tipo-1 perteneciente a la
superfamilia CD28 de inmunoglobulina que se expresan en las células hematopoyéticas
de los linfocitos B y T, células NK, células dendriticas, mastocitos y macréfagos, esta
proteina genera una sefial inhibidora controlando las respuestas inmunitarias del cuerpo y
la regulacion de la activacion y proliferacion celular, adicionalmente, se expresa
principalmente en las células T CD4+ activadas y células T CD8+, ademas en células B en

la periferia y regula las respuestas inmunes tardias.

El sistema inmune desempefia un papel importante en la activacion de los linfocitos T como
inmunovigilancia, debido a que se ha demostrado que los linfocitos T citotoxicos y las
células asesinas naturales participaron en el control y eliminacion de las células tumorales,
mientras que los macréfagos asociados a tumores, las células B y los linfocitos T

reguladores en el microambiente tumoral, se relacionaron con la tolerancia de las células
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neoplasicas (Lopes et al; 2021); por ello el empleo de marcadores predictores como PDL-
1 puede auxiliar en dar respuestas a estos enigmas.

La documentacion clinica sobre estos tumores a menudo es incompleta o ambigua. Es vital
entender los factores implicados en la progresion del cancer, incluido el microambiente
tumoral, debido a que pueden tener una relacion positiva con las caracteristicas de
malignidad, progresion, prondstico y supervivencia en perros con cancer (Lopez et al.,
Gartner, 2021).

Debido a que los tumores de glandulas mamarias en caninos son el principal cancer en las
perras y los tipos malignos pueden alcanzar el 74% de los tumores, determinar la
asociacion de caracteristicas histopatoldgicas con factores de riesgo y supervivencia en
perras con tumores mamarios es fundamental para la identificacion de posibles factores
predictores de prondstico y diagnéstico, y dado el contexto del cAncer mamario, se subraya
la importancia de un enfoque multidisciplinario en la investigacion y en linea con el
concepto de "Una Salud" (Gardner et al., 2016; Dow, 2020; Tarone et al., 2019). Por ello,
este trabajo busco describir la asociacion entre criterios histopatol6gicos de malignidad y
la expresion de PD-L1 y CD31 en tumores mamarios caninos que pertenecian al archivo
del laboratorio de patologia veterinaria de la Universidad Nacional de Colombia.






1.Materiales y métodos

1.1. Recoleccién de informacion

Se seleccionaron 30 tumores mamarios caninos de los archivos del Laboratorio de
Patologia Veterinaria de la Universidad Nacional de Colombia, que incluyo 8 tumores
benignos y 22 malignos. Para cada tumor maligno, se incluyé el respectivo ganglio linfatico
centinela (GLC), y se recopilaron datos sobre la medicion del tumor y la presencia o
ausencia de metastasis. Asi mismo, en cada tumor, se evaluaron criterios de malignidad
como el grado histologico, tamafio tumoral, invasion linfovascular, presencia de necrosis,
indice mitético, grado nuclear y extension extracapsular del ganglio; posterior a este
analisis, los tumores fueron sometidos a técnicas de inmunohistoquimica (IHQ), utilizando
PD-L1 y CD31 como anticuerpos primarios (Laboratorio particular Inmunotech.) descrito

en la Tabla 1. Los datos se organizaron en una hoja de célculo de Excel®.

Anticuerpo Clona Dilucion
CD31 PECAM-1 1:200
PD-L1 PDL1 de conejo 1:100

Control positivo: CD31: placenta
PD-L1: amigdala

Tabla.1 Anticuerpos primarios utilizados en PD-L1 y CD31 como marcadores de

inmunohistoquimica
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2.2. Muestras y analisis histopatoldgico e inmunohistoquimico

Del total de tejidos analizados, se realizo la recopilacion de protocolos y evaluacion de
laminas histopatologicas del periodo comprendido del 2019-2023. Cada tumor conté con
su respectivo ganglio linfatico centinela (GLC), ademas de poseer los datos de la medicién
del tumor y la presencia o no de metastasis. La informacion registrada incluyé el nimero
de caso, raza (pura o mestiza), edad (0-4, 5-8, 9-12, >12), ubicacion de las glandulas
mamarias afectadas (toracica craneal (M1), toracica caudal (M2), abdominal craneal (M3),
abdominal caudal (M4) e inguinal (M5), y el diagndéstico histopatolégico, segun la
clasificacion de Goldschmidt et al. (2011); en vista de que la mayoria de las pacientes
tenian mas de una masa tumoral, se analizaron las historias clinicas y los diagndsticos
para identificar el tipo de referencia mencionada en la historia clinica (coloraciéon o nimero

de referencia).

Los registros fotogréaficos se realizaron a través de la camara Olympus U-CMAD-2 Japan
con el programa ToupView, el andlisis inmunohistoquimico se realiz6 mediante el software
ImageJ. Para la clasificacién histopatolédgica y andlisis inmunohistoquimico, cada caso fue
analizado por tres observadores de forma independiente (pat6logos veterinarios), cualquier

diferencia en la puntuacion se resolvié mediante discusion y reevaluacién de cada caso.

2.3. Cuantificacion de la Inmunomarcacion

La inmunomarcacion de PDL-1 y CD31 se identifico en el citoplasma de las células
neoplasicas y el numero de células inmunomarcadas se determind de forma
semicuantitativa, como fue descrito previamente por Queiroga et al., (2011). Para ello, se
utilizé una magnificacion de 40x en el microscopio y se observé todo el tumor para evaluar
la inmunomarcacion. La puntuacion se realizé de la siguiente manera: 0 (no se detecto
marcacion de células tumorales); 1 (<10% del tumor con células positividad); 2 (10 al 25%
de marcacion); 3 (>25% al 50%) y 4 (= 51%). Para el andlisis de cada lamina se tuvieron
en cuenta las siguientes variables: condicién de la muestra, interpretacion, intensidad de

la coloracién, distribucion del antigeno y Background.



2.Analisis estadistico

Se realizé6 un andlisis descriptivo univariado integral de las variables cualitativas y
cuantitativas de 30 neoplasias de caninos hembra, asi mismo, para las variables
cualitativas, se calcularon las frecuencias (N) y proporciones; para las variables
cuantitativas se utilizaron estadisticos como la media o promedio, mediana y cuatrtil.

Con el fin de determinar la significancia de asociacién entre las variables, fueron utilizadas
las pruebas estadisticas Chi-cuadrado de Pearson, el test exacto de Fisher, y el Chi-
cuadrado de McNemar. Ademas, se realiz6 un andlisis bivariado mediante tablas cruzadas
para investigar asociaciones estadisticamente significativas (p < 0.05) entre las variables
dependientes (Tipo de neoplasia, inmunomarcador CD31 e inmunomarcador PDL1) y las
variables independientes, tales como formacion de tubulos, pleomorfismo nuclear, mitosis,
grado de malignidad, metastasis, invasion LV (linfaticos), necrosis y ulceracion;
igualmente, se realizé un andlisis de las tablas cruzadas de los inmunomarcadores CD31
y PD-L1 evaluando las diferencias estadisticas entre grupos mediante la prueba de
Kruskal-Wallis.






3.Resultados

En latabla 2 y 3 se describen las caracteristicas epidemiol6gicas y clinicas de los 30 casos
estudiados (raza, edad, estado reproductivo, ubicacién anatémica de la neoplasia, tamafio
tumoral, presencia de metastasis, grado de acuerdo con los criterios de malignidad y el
diagnéstico final), asi como los criterios histopatoldgicos de malignidad y diagndstico de
las neoplasias evaluadas en los 30 casos, segun la clasificacion de Goldschmidt et al.

(2011), representados en la tabla 4 y 5.

En los 30 tumores mamarios evaluados mediante la prueba exacta de Fisher hubo
ausencia de relacién estadistica entre el tipo de neoplasia y el estado reproductivo de los
caninos (p=0.15), asi como entre la raza de los caninos y el tipo de neoplasia (p=0.162).
De manera similar, el analisis no logré6 demostrar una asociacion significativa entre la
ubicacién del tumor y el tipo de neoplasia (p=0.682), sugiriendo que estos factores no

tuvieron un impacto importante en la naturaleza de las neoplasias evaluadas.

En contraste, a través de la prueba de Chi-cuadrado de McNemar fue posible identificar
una asociacién estadisticamente significativa entre la edad de los caninos y el tipo de
neoplasia (p=0.00155), revelando una prevalencia incrementada de Carcinoma Simple en
caninos de edad avanzada, especificamente aquellos mayores de 13 afios. Asimismo, el
analisis determiné una relacion significativa entre el tamafio del tumor y el tipo de neoplasia
(p=0.0248), observando que los adenomas y carcinomas simples tienden a presentar

tamafios menores en comparacion con las hiperplasias.

En lo que respecta a la asociacion entre la expresion del inmunomarcador CD31 y PD-L1
y criterios histopatologicos de malignidad en los tumores mamarios caninos; para el
marcador CD31 se evidencio una asociacion significativa para metastasis a ganglio
linfatico y para ulceracion (p=0.02). Resultados presentados en la grafica 2. Para los
demas criterios, no hubo asociacion estadisticamente significativa con su

inmunoexpresion. En cuanto al marcador PD-L1, la formacién de tubulos evidencié una
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asociacion estadisticamente significativa con su inmunoexpresion (p=0.03), sugiriendo que
la expresion de PD-L1 podria estar relacionada con caracteristicas morfologicas
especificas de los tumores, también se hall6 una asociacion estadisticamente significativa
entre el Score del inmunomarcador de PDL-1 y el pleomorfismo nuclear (p=0.03) y el grado
de malignidad; representados en la gréafica 1. finalmente, no se encontraron asociaciones
estadisticamente significativas entre la expresion de PD-L1 y los demas criterios: Esto
sugiere que, aunque PD-L1 puede estar implicado en algunos aspectos de la morfologia
tumoral y su expresién no se correlaciona de manera amplia con la mayoria de las

caracteristicas histopatologicas evaluadas en este estudio.
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4.Discusion

E Inicialmente abordando los aspectos epidemiolégicos, no se identific6 una asociacion
significativa entre el tipo de neoplasia y el estado reproductivo de los caninos, sin embargo,
es ampliamente reconocido en la literatura que los tumores mamarios constituyen el tipo
de neoplasia mas frecuente en las hembras caninas y que estos tumores estan asociados
a los ciclos estrales, siendo los cambios hormonales los que influyen en el desarrollo del
tejido mamario en el 98% de las neoplasias mamarias en hembras (Sanchez y Guarin
2014), en el 99% y el 94 segun Rostami y Tate (1994) y Chau et al. (2013),

respectivamente.

Por otra parte, algunos estudios sugieren que la esterilizacion de las perras antes de los
2.5 afios se asocia con una reduccién significativa en el riesgo de desarrollar tumores
mamarios, especialmente si se realiza antes del primer celo. No obstante, un analisis de
mas de 10,000 articulos revelo6 que la evidencia es limitada debido a la escasez de estudios
pertinentes; segun Schneider et al. (1969) hallaron una asociacion significativa en
comparacion con perros no castrados entre el riesgo de tumores mamarios malignos y la
castracion antes del primer estro y después del segundo, en todo caso, antes de los 2.5
afios; sin embargo, la comparabilidad directa entre casos y controles fue cuestionada, al
igual que la claridad en el célculo del riesgo relativo, la falta de intervalos de confianza y la
generalizaciéon de los resultados Unicamente a las perras sometidas a andlisis

histopatoldgico.

Con respecto a la raza, nuestro estudio no evidencié una asociacion estadisticamente
significativa entre el tipo de neoplasia y la raza de los caninos. No obstante, la raza French
Poodle, fue la més representada en el total de los casos con un 43.3%, seguido por las
razas mestizas con un 23.3%. Esto coincide con estudios que reportan una alta prevalencia

en razas puras, particularmente en razas medianas y pequefas, siendo el French Poodle
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el mas frecuente entre ellas (Clavijo et al., 2021). Al respecto, existe una gran controversia
para demostrar que este tipo de tumores es mas frecuente en razas puras como los French
Poodle o mestizos, debido a que puede estar influenciado por la localizacion geografica de
los animales estudiados o por preferencia de los tutores frente a esas razas. (Sanchez et
al.,2014).

En cuanto a la edad y el tipo de neoplasia, se encontré una asociacion estadisticamente
significativa, destacando una mayor frecuencia de carcinomas simples entre los 8 y 12
afios, seguido por perros mayores de 13 afios. Este hallazgo es consistente con el estudio
de Goncalves da Silva et al. (2023), que reportd una mayor incidencia de tumores
mamarios entre los 7 y 11 afios. La literatura sugiere que el riesgo incrementa con la edad,
siendo significativo después de los ocho afios. La mayoria de los casos en este estudio se
ubicaron entre los 9 y 12 afios, corroborando los hallazgos de Sanchez y Guarin (2014) y
Nadhiya et al. (2020), quienes reportaron una mediana de edad de presentacién de

neoplasias mamarias en perros de 9.5 afios.

Respecto a la ubicacion de los tumores, la mas frecuente fue la glandula mamaria inguinal
(M5), seguida por la ubicacién abdominal caudal (M4). Este resultado se alinea con lo
reportado por Vazquez et al. (2023), que indican una mayor afectacion de las glandulas
abdominales caudales (M4). Estudios previos han sefialado que hasta el 60% de los
tumores mamarios se localizan en la cuarta y quinta glandula mamaria, con una

presentacion multiple en mas del 50% de los casos (Chau et al., 2013; Ruano, 2013).

Finalmente, el tamafio del tumor se identific6 como un hallazgo macroscopico relevante
relacionado con el comportamiento de los tumores mamarios. En este estudio, las
hiperplasias, que tenian un tamafio mayor a 5 cm, fueron mas frecuentes, seguidas de los
carcinomas simples con un tamafio menor a 3 cm. Estos datos contrastan con otros
estudios, como el de Gedon et al. (2021), que encontraron una correlacién positiva entre
el aumento del tamafio del tumor y su malignidad. La literatura indica que los tumores
benignos tienden a ser mas pequefios que los malignos, lo cual estd en conflicto con
reportes anteriores que sugieren una menor incidencia de tumores menores a 1 cm,
enfatizando la importancia de una evaluacion detallada del tamafio del tumor durante la

clasificacion clinica (Sorenmo et al., 2009).
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En nuestros estudios se encontron una asociacion significativa del marcador CD31 y la
presencia de metéastasis, al respecto, en otros estudios Sol y cols., mostraron que la
expresion de CD31 estaba relacionada con metastasis, invasion local, estadificacién del
tumor y cancer colorrectal (19 ). En otros estudios indican que células tumorales que
expresaban fuertemente CD31 (intensidad de expresion de CD 31 de nivel 3) tenian
tiempos de supervivencia mas cortos en comparacién con aquellos con niveles de
intensidad de CD 31 mas bajos. (Chu et al.,2023).

Por otro lado, la evaluacion de la expresion de CD31 y CD105 en las muestras de GC
evidenciaron que CD105 es un mejor marcador en comparacién con CD31 para la
prediccion del prondstico. En nuestro estudio, no alcanzamos ningun hallazgo significativo
ni asociacion con caracteristicas histopatologicas en los con criterios de malignidad mas
agresivos, tampoco se evidencio una asociacion en la invasion linfovascular como lo
reportaron (Araki et al.,2018) quienes informaron que la invasion linfovascular fue un factor
significativo de la tasa de recurrencia y supervivencia en los pacientes con

adenocarcinomas gastrico sin ganglios linfaticos positivos.

En cuanto a los marcadores de inmunohistoquimica, si bien el estudio actual no encontré
una asociacion significativa entre CD31 y PD-L1 con la mayoria de los parametros
histopatoldgicos, la significancia de CD31 en casos de presencia de metastasis en ganglios
linfaticos sugiere un papel potencialmente importante en la diseminacién tumoral. La
literatura respalda este hallazgo, destacando que la angiogénesis, mediada en parte por
CD31, es un proceso critico para el crecimiento tumoral y la metastasis (Comsa et al.,
2012; Martin et al., 1997). La asociacion entre niveles elevados de macréfagos positivos
para CD163 y una fuerte expresion de CD31 con caracteristicas agresivas del cancer de
mama (Klingen et al., 2017) refuerza la idea de que CD31 podria contribuir al

comportamiento maligno mediante la promocién de la angiogénesis y la invasiéon vascular.

A pesar de ello, algunos estudios (Anke et al.,2018), reportan que CD31 se expresa
altamente en la superficie de las células endoteliales y esta bien establecido para el
seguimiento de la densidad de los vasos en tejido maligno, puesto que CD31 participa en
la angiogénesis, en el cancer de mama temprano y es util como factor prondstico para el
resultado clinico de pacientes con cancer de laringe en etapa temprana. En el estudio
(Anke et al.,2018), demostraron una correlacion significativa de los vasos CD31 positivos

con los estadios T tempranos y la ausencia de metastasis se podria plantear la hip6tesis


https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC10439755/#B19
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de que la angiogénesis tiene una relevancia clinica especial en las etapas tempranas del

tumor no metastasico y determina la progresion posterior del tumor.

Con respecto al marcador PD-L1, la asociacion estadisticamente significativa con la
formacion de tubulos (p=0.03) resalta un vinculo entre la expresion de PD-L1 y aspectos
especificos de la morfologia tumoral. Este hallazgo cobra especial relevancia a la luz de
estudios que demuestran la expresion de PD-L1 en tumores malignos caninos y su
asociacion con un mal prondstico (Ariyarathna et al., 2020). La expresion de PD-L1, al
interactuar con PD-1 en linfocitos T, puede facilitar la evasién inmune del tumor, lo que
sugiere que la inhibicién de esta via podria ofrecer beneficios terapéuticos significativos
(Lopes-Neto et al., 2021; Hartley et al., 2017).

También se encontré una relevancia significativa entre el puntaje de PD-L1 y el grado de
pleomorfismo nuclear en neoplasias (Chi-cuadrado = 11.49, df = 6, p = 0.03) lo que resalta
la interconexién entre la expresion de PD-L1 y las caracteristicas morfolégicas del nucleo
celular en el contexto tumoral. Esta relacidn sugiere que la expresiéon de PD-L1 no solo
desempefia un papel en la evasién inmunoldgica de las células cancerosas, sino que
también puede influr en su comportamiento biolégico y morfoldgico, incluido el

pleomorfismo nuclear.

El hallazgo de que el pleomorfismo nuclear moderado fue el mas comun, especialmente
en tumores con bajos puntajes de PD-L1, podria indicar que niveles relativamente bajos
de PD-L1 estan asociados con una cierta estabilidad en las caracteristicas nucleares,
aunque alteradas, sin embargo, la diversidad en la presentacion de pleomorfismo nuclear
en tumores con puntajes intermedios de PD-L1 podria reflejar una transicion o
heterogeneidad dentro del tumor, donde distintas poblaciones celulares expresan PD-L1

en diferentes niveles, afectando asi su morfologia nuclear.

La literatura existente indica que la expresion constitutiva de PD-L1 en tumores caninos,
asi como su regulacion al alza por estimulos inmunoldgicos, pueden representar un
mecanismo clave de supresion de células T mediado por el tumor (Hartley et al., 2017). El
potencial del bloqueo de PD-L1 para mejorar la produccion de IFN-y por células
intratumorales (Maekawa et al., 2014) subraya la importancia de esta via en la modulacion
de la respuesta inmune antitumoral, ofreciendo asi una estrategia prometedora para el

tratamiento del cancer mamario canino.



iError! No se encuentra el origen de la referencia. 15

La variabilidad en la expresion de CD31 y PD-L1 entre los tumores, asi como su asociacion
con caracteristicas especificas de malignidad, sugiere que estos marcadores pueden
desempefiar roles distintos y complementarios en la biologia tumoral. Mientras que CD31
podria estar mas directamente implicado en la angiogénesis y potencialmente en la
metéstasis, PD-L1 parece desempefiar un papel critico en la interfaz inmunoldgica tumoral,

influenciando la evasion inmune y posiblemente la morfologia tumoral.

La expresion de PD-L1 en todos los subtipos de cdncer de mama varia del 0 al 83%, y la
mayoria de los estudios muestran una expresion de PD-L1 por debajo del 50%. En el
estudio (Hilai et al., 2022; Erdogan et al., 2022) identificaron la positividad de PD-L1 en 21
(24%) de 85 pacientes con cancer de mama y descubrieron que se asociaba con
pardmetros de mal prondstico, como grado histolégico alto, tamafio tumoral grande. En un
estudio de (Ming Li et al.,) se encontrdé que PD-L1 era positivo en el 38,6% de los pacientes,
y la positividad de PD-L1 se asoci6 significativamente con un alto grado histoldgico,

recurrencia y metastasis a distancia.

La integracion de estos marcadores en estrategias diagnosticas y terapéuticas requiere
una comprensién detallada de su biologia y su interaccion con el microambiente tumoral,
por tanto, los esfuerzos futuros deberian centrarse no solo en la inhibicion directa de estos
marcadores como estrategias terapéuticas, sino también en entender cémo pueden influir

en la respuesta a terapias existentes, incluida la quimioterapia y la inmunoterapia.
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5.Conclusiones

Esta investigacion proporciona evidencia preliminar de la correlacion entre la expresion de
los biomarcadores CD31y PD-L1 Yy los criterios histopatoldgicos de malignidad en tumores
mamarios caninos. La asociacién encontrada entre CD31 y procesos comunes en la
carcinogénesis como la metéstasis y la ulceracion tumoral, sugieren que esta molécula es
esencial en los mecanismos de angiogénesis y permeabilidad vascular y desempefia un

papel importante en la diseminacién de tumores primarios.

Este estudio ofrece una vision integral de la relaciébn entre factores clinicos,
histopatoldgicos y la expresion de los inmunomarcadores CD31 y PD-L1 en tumores
mamarios caninos. Aungque no se encontraron asociaciones significativas entre el tipo de
neoplasia y varios factores clinicos como el estado reproductivo y la raza, la edad y el
tamario del tumor es importante seguir indagando en otros sentidos con el fin de ayudar a

caracterizar el comportamiento biolégico de los tumores de mama.

La expresion de PD-L1, significativamente asociada con la formacion de tabulos, sugiere
su implicacién en aspectos especificos de la morfologia tumoral, mientras que la falta de
asociacion significativa de CD31 con los parametros histopatol6gicos evaluados indica la
necesidad de investigaciones adicionales para comprender su papel en la patogenia de
estas neoplasias. Adicionalmente, la relacién significativa encontrada entre la expresion
del biomarcador PD-L1 y la formacion de estructuras tubulares en neoplasias, asi como
con el grado de pleomorfismo nuclear, indican la posible influencia de PD-L1 en la

morfologia tumoral y su papel en la angiogénesis y la evasion inmunoldgica.

Estos resultados sugieren que niveles bajos a moderados de PD-L1 pueden ser suficientes
para promover la formacién de estructuras tubulares, lo que implica un entorno tumoral

propicio para el crecimiento y la evasion inmune. La compleja relacion entre el fenotipo
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tumoral y la expresion de PD-L1 y CD31 enfatizan la relevancia de considerar la
heterogeneidad tumoral y las complejas interacciones moleculares en el estudio del
diagnostico, prondstico y tratamiento del cAncer mamario en humanos y caninos. Por tanto,
se requiere que futuras investigaciones se enfoquen en profundizar en los mecanismos
moleculares y bioquimicos mediante los cuales estos biomarcadores se relacionan con las

caracteristicas evidenciadas en la histopatologia tumoral.

Los hallazgos resaltan el potencial de los biomarcadores PD-L1 y CD31 en el avance del
diagnéstico y tratamiento de tumores mamarios caninos, asi como su relevancia en
estudios comparativos de oncologia, fortaleciendo la conexion entre la salud animal y
humana bajo el enfoque de "Una Salud". La investigacion futura deberia centrarse en
ampliar la comprension de estos biomarcadores, explorando su aplicacién clinica e

integracion en estrategias terapéuticas innovadoras






A. Anexos:

Tabla: 2 Caracterizacion de las 30 neoplasias evaluadas

Raza Edad Estado Ubicacion Tamafio Metastasis Tipo de Gra
reproductivo tumor do

French 8 NR Toracica NR NR Carcinoma 3

poodle caudal simple

French 8 NR Abdominal NR NR Carcinoma 1

poodle caudal simple

French 12 Entera Inguinal 3.5%2%] NO Hiperplasia NA

poodle izquierda

Jack russell 13 Entera Abdominal 3.3%2.1 NR Hiperplasia NA
caudal

French 10 NR Inguinal 3.5%2.2%27 NR Carcinoma 1

poodle simple

French 10 NR NR 3*2.5*1.9 NO Adenoma NA

poodle

Beagle 10 NR Abdominal NR SI Carcinoma 2
caudal simple

Bobtail 8 NR Inguinal 7.5%5 NR Carcinoma 3

simple
Basset 10 NR Inguinal 5*3 NR Adenoma NA
hound

Beagle 9 NR Inguinal 0.4*0.4 NR Adenoma NA
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Tabla: 3 Caracterizacion de las 30 neoplasias evaluadas

Raza Edad Estado Ubicacion Tamaio Metastasis Tipo de Grad
reproductivo tumor o
Beagle 12 Entera Inguinal 1*1*1 ST Carcinoma 2
simple
Beagle 12 Entera Abdominal 2.5%2.5%3 SI Carcinoma 2
caudal simple
Mestiza 12 Entera Toracica 0.3*%0.4*0.8 SI Carcinoma 2
caudal simple
Mestiza 12 Entera Abdominal 0.7%0.4%0.3 SI Carcinoma 1
craneal simple
Cocker 7 Castrada Inguinal 2.9%3.3 NO Carcinoma 2
spaniel simple
Mestiza 6 NR Abdominal 0.7 *¥0.4*%0.3 SI Carcinoma 3
caudal simple
French 10 Entera Abdominal 0.2%0.3*%0.5 NR Hiperplasia NA
poodle caudal
French 10 Entera Toracica 0.7*0.4*0.2 NO Adenoma NA
poodle caudal mixto
French 15 Entera Toracica 0.2%0.2 NO Carcinoma 1
poodle craneal simple
French 15 Entera Inguinal 1.5%1 NO Carcinoma 1
poodle simple




Anexos 21
Tabla 2:Caracterizacion de las 30 neoplasias evaluadas
Raza Edad Estado Ubicacion Tamaiio Metastasis Tipo de Grad
reproductivo tumor 0
French 15 Entera Abdominal 0.2%0.2 NO Carcinoma 1
poodle caudal simple
French 15 Entera Inguinal 1.2*1.0 NO Carcinoma 2
poodle simple
French 15 Entera Inguinal T*6*3 NO Carcinoma 1
poodle simple
Mestiza 17 Entera Abdominal 6*4 NO Carcinoma 2
caudal simple
Mestiza 17 Entera Toracica 5%4 NO Carcinoma 3
caudal simple
Pinscher 9 NR Abdominal 0.8%0.4*0.2 NO Adenoma NA
caudal
Mestiza 13 Castrada Abdominal 8*6 NO Carcinoma 3
caudal simple
Shih Tzu 10 Castrada Inguinal 4*5%6 NO Carcinoma 1
derecha simple
Mestiza 12 Entera Abdominal 4*8*1.5 SI Carcinoma 3
caudal simple
French 13 Castrada Abdominal 3%2%] NO Carcinoma 2
poodle craneal simple
NR: No reporta
NA: No aplica
Fuente: elaboracion propia
Tabla: 4. Diagnostico histopatol6gico
Diagnostico histopatoldgico Numero
Neoplasias malignas
Carcinoma simple tubular 5
Carcinoma simple tubulopapilar 9
Carcinoma tubulopapilar quistico 2
Carcinoma simple 5
tubular/comedo/solido
Neoplasia Benignas
Adenoma simple 4
Adenoma mixto 2
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Hiperplasias 3

Total 30

Tabla: 5 Criterios histopatolégico de malignidad evaluados en los 30 casos segun la
clasificacion de Goldschmidt et al. (2011)

Variables n %
Formacion de tibulos 0 8 26.67
<10% 5 16.67
10a75% 16 53.33
> 75% 1 3.33
Pleomorfismo nuclear Leve 1 3.33
Moderado 16 53.33
Severo 5 16.67
Ninguno 8 26.67
Mitosis 10 HFF 0a9 18 60
10a19 7 23.33
> 20 5 16.67
1 8 26.67
Grado de malignidad 2 8 26.67
3 6 20
NA 8 26.67

Fuente: elaboracion propia
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Tabla 3: Criterios histopatolégicos de malignidad evaluados en los 30 casos segun la

clasificacion de Goldschmidt et al. (2011)

Variables n %
Metastasis a GL Con 3, 16.67
metastasis
Sin 20 66.67
metastasis
IHC 5 16.67
Invasién LV Ausencia 18 60
Presencia 11 36.67
No reporta 1 3.33
Necrosis No presencia 20 66.67
Si presencia 9 30
No reporta 1 3136
Ulceracion No presencia 26 86.67
Si presencia 3 10
No reporta 3.33

Fuente: elaboracion propia

Tabla 4: Las diferentes razas y ubicacién anatémica de la glandula mamaria afectada

Variable

Raza n % Ubicacion GLM n
Toracica

Beagle 4 13.33 craneal 3 10
(M1)

. Toracica (M2)

Bobtail 2 6.67 caudal 4 13.33
Abdominal

Cocker ! 3.33 (M3) craneal ! 33.33
Abdominal

French Poodle 13 43.33 (M4) caudal 9 30
Inguinal

Jack Russel 2 6.67 (M5) 12 40

Mestiza 7 23.33 Desconocido 1 3.33

Pinscher 1 33.33

Fuente: elaboracién propia
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Figura 1: Glandula mamaria (Hiperplasia lobulillar). Las flechas indican aumento de
numero de acinos y conductos lobulillares.
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Figura 2: Marcador de inmunohistoquimica positiva de PDL-1 en la membrana de las
células epiteliales en neoplasia en un carcinoma simple.

Figura 3: Marcacién de inmunohistoquimica de CD31 en el endotelio de los vasos
sanguineos.
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Grafica 1. Relacién entre la inmunoexpresion de PD-L1 y el pleomorfismo nuclear
observado en la histopatologia tumoral.
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Grafica 2. Relacion entre la inmunoexpresion de CD31 y la ulceracion tumoral.
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