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Los tumores de mama caninos (TMC), al igual que en la especie humana, se caracterizan por su
enorme heterogeneidad celular. El analisis de esta heterogeneidad intratumoral es clave para la
comprension de las bases moleculares y la patogénesis del cancer de mama. El empleo de la
microdiseccién con laser de captura (MDLC) en tejidos fijados en formol e incluidos en parafina
(FFPE) es una metodologia reciente que permite seleccionar diferentes poblaciones celulares
presentes en el tumor para su posterior estudio génico.

Asi, la combinacion de esta técnica con el consiguiente analisis génico supondra un enorme
potencial para la deteccion de nuevas rutas de sefalizacién y marcadores tumorales. Sin
embargo, dado el efecto del formol en la calidad y cantidad del ARN extraido, la optimizacion del
protocolo de extraccién es crucial.

Los objetivos de este estudio fueron, en primer lugar, validar la técnica de MDLC en muestras
FFPE de TMC usando dos tipos de portaobjetos (PEN -membrane glass y frame membrane); en
segundo lugar, validar dos kits comerciales para la extraccion de RNA; y en tercer lugar, identificar
el receptor de progesterona (RP), el factor de crecimiento endotelial vascular (VEGFa) y su
receptor (VEGFR2) mediante RT-PCR en las muestras obtenidas.

Para ello, se seleccionaron treinta y nueve muestras FFPE de TMC benignos y malignos con el fin
de capturar poblaciones de células epiteliales y mioepiteliales normales y tumorales malignas y
células del estroma tumoral mediante el laser de captura Arcturus®. Para la extraccion de ARN se
utilizé el kit comercial RecoverAlITM Total Nucleic Acid Isolation kit (Ambion) y el kit RNAqueous®-
Micro-kit (Ambion).

La captura de las poblaciones celulares seleccionadas se realizd con éxito con portaobjetos PEN-
membrane glass. Para la extraccién de RNA se obtuvieron mejores resultados en cantidad y
calidad del RNA extraido con el kit RNAqueous®-Micro-kit que con el kit RecoverAllTM Total
Nucleic Acid Isolation.

Ademas, la RT-PCR del RNA aislado mediante este kit fue eficaz para la deteccién de los
marcadores seleccionados.

En conclusion, la MDLC combinada con la extracciéon de RNA mediante el kit RNAqueous®-Micro-
kit y su posterior analisis génico por RT-PCR es una metodologia fiable para la caracterizacién
molecular de poblaciones celulares heterogéneas en muestras FFPE de TMC.

Por tanto, esta técnica facilitara el aislamiento de poblaciones celulares especificas lo que
permitira un mayor conocimiento de la heterogeneidad tumoral y por tanto de la patogénesis del
carcinoma de mama canino.
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