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Resumen:

Con este articulo, se espera brindar una descripcion detallada del Golden Retriever Lifetime
Study (GRLS). Este es un estudio de cohortes prospectivo mediante el que se investigan los
factores de riesgo genéticos, nutricionales, ambientales y del estilo de vida que puedan
producir cancer y otras enfermedades frecuentes en los perros. Entre los resultados
principales de interés se incluyen el hemangiosarcoma, el linfoma, el osteosarcoma y los
tumores de mastocitos de alto grado. Entre los resultados secundarios de interés se incluyen
otros tipos de céncer, el hipotiroidismo, la epilepsia, la atopia, la otitis externa, la displasia de
cadera, la insuficiencia cardiaca y la insuficiencia renal. Desde junio de 2012 hasta abril de
2015, 3,044 golden retrievers estadounidenses de entre 6 meses y 2 afios completaron la
inscripcion inicial en el estudio. Al 31 de mayo de 2021, 2,251 perros permanecen en el
estudio, 352 murieron y 441 se perdieron durante el seguimiento. Los propietarios y
veterinarios completan cuestionarios anuales extensos donde se retine informacion sobre el
estilo de vida, las exposiciones a factores ambientales, la actividad fisica, los antecedentes
reproductivos, el comportamiento, la alimentacion, el uso de medicamentos y los
diagndsticos. Ademas, a los perros se les hacen examenes veterinarios anuales y se toman
muestras bioldgicas (sangre, suero, pelo, ufias, heces, orina) para su almacenamiento en
biobancos. En caso de neoplasias malignas o muertes, se realiza un informe adicional donde
se incluye histologia y biobancos de tumores. Cuando un animal muere, se obtiene la historia
clinica completa y se solicitan necropsias a discrecion del propietario. 218 perros se
sometieron a necropsias totales o parciales. Los datos de los cuestionarios estan disponibles
de forma gratuita para los investigadores con credenciales aprobadas que acepten un
acuerdo de uso de datos. Ademas, los investigadores pueden hacer propuestas para utilizar
las muestras bioldgicas u obtener mas informacion.

¢ Por qué se inici6 el estudio de cohortes?

De acuerdo con la Asociacién Americana de Medicina Veterinaria, la poblacion canina de Estados
Unidos en 2016 era de 76.8 millones, con presencia en 48.3 millones de hogares [1]. El cancer es una
causa importante de morbilidad y mortalidad canina y se estima que provoca la muerte de
aproximadamente uno de cada cuatro perros. Hay varias razas que tienen un mayor riesgo de padecer
uno o mas tipos especificos de cancer [2, 3]. Debido a las similitudes clinicas y morfoldgicas, los perros
se usan cada vez mas como modelos naturales de las enfermedades humanas, en especial, de

determinados tipos de cancer [4].
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Ademas, se conté con una subvencion de la V Estos son los beneficios de los modelos caninos: 1) disminucién en la variacién genética de las razas
Foundation for Cancer Research DC2019-044 y
DC2019-045. Los financiadores no intervinieron
en el disefio del estudio, la obtencion y el enfermedad, 2) exposiciones a factores ambientales similares a las de sus propietarios, 3) una

caninas [5-7], lo que mejora la capacidad de detectar los factores de riesgo genéticos de una

andlisis de los datos, la decisién de publicaroen  esperanza de vida mds baja, lo que permite que los investigadores hagan un seguimiento a los

la preparacion del manuscrito. - ~
prep perros desde el nacimiento hasta la muerte dentro de <20 afios.
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que no hay conflicto de intereses. Para aprovechar estos beneficios, se inici6 el Golden Retriever Lifetime Study (GRLS), un estudio

de cohortes longitudinal. Se eligié una raza de perro especifica para limitar la variacién genética,
favorecer el estudio de los factores no genéticos y aumentar las probabilidades de obtener
estrategias de bienestar pertinentes para la raza. E1 American Kennel Club clasifica a los perros
golden retriever entre las cinco razas més populares de los Estados Unidos. Como esta tendencia se
mantiene en todos los estados, se espera que los entornos en los que esta raza reside sean
relativamente diversos. Por lo general, los golden retrievers se caracterizan por su temperamento
“alegre” y su facilidad de adiestramiento, es decir, es muy probable que se muestren déciles cuando
se los lleva al veterinario para consultas anuales complejas [8, 9]. Asimismo, esta raza es muy
propensa al cincer. En 1998, en una encuesta a 1,444 golden retrievers realizada por el Golden
Retriever Club of America, se indicé que el cancer provoco el 61% de 420 muertes de perros. Los
tipos mas frecuentes de cancer eran el hemangiosarcoma, el linfoma, el tumor de mastocitos y el
osteosarcoma [9]. En un reciente estudio de necropsia de 652 golden retrievers en un hospital
veterinario universitario de EE.UU., se documentd una tasa de mortalidad relacionada con el
cancer del 65%. El diagndstico mas frecuente era el hemangiosarcoma, seguido de las neoplasias

linfoides [10]. En estudios realizados en el Reino Unido y Escandinavia, se documentaron tasas mas

bajas de cancer entre los golden retrievers (de 20 a 39%), en poblaciones registradas en clubes
caninos o inscritas en compafiias de seguros para mascotas [L1-13]. Aun no se realizaron
comparaciones directas entre cohortes diferentes, pero es probable que sirvan para abordar los
problemas que limitan la generabilidad de los estudios de una sola cohorte, incluido el sesgo de

seleccion.

El GLRS cuenta con la gestién y financiacion de la Morris Animal Foundation (MAF), una
organizacién sin fines de lucro ubicada en la ciudad de Denver en el estado de Colorado. La
fundacion invierte internacionalmente en ciencia para mejorar la salud animal. Los responsables de
la Fundacién reconocieron la importancia de un estudio de cohortes a gran escala para el
seguimiento de perros individuales con el fin de identificar los factores de riesgo genéticos,
ambientales y del estilo de vida que puedan producir cancer y otras enfermedades importantes.
Ademas reconocieron su capacidad para desarrollar, financiar y mantener una investigacién de este
tipo. Historicamente, los estudios de cohortes en animales de compaiifa han estado muy limitado
por los costos y tiempo requeridos, asi como por las dificultades para acceder a y comunicarse con
los propietarios involucrados.

El objetivo del GRLS es evaluar los factores de riesgo genéticos, nutricionales, ambientales,
reproductivos y del estilo de vida que puedan producir cancer y otras alteraciones frecuentes en la
raza [8]. El objetivo principal del estudio es documentar y recopilar los datos de 500 perros
diagnosticados con los tipos de cancer de los criterios principales de valoracién: el
hemangiosarcoma, el linfoma, el osteosarcoma y los tumores de mastocitos de alto grado. Sin
embargo, se reine informacion sobre todas las afecciones diagnosticadas para facilitar la evaluacién
de otros tipos de cancer y enfermedades documentados con frecuencia en los golden retrievers,
como el hipotiroidismo, la osteoartritis y las alergias. Los conjuntos de datos y los bancos de
muestras bioldgicas estan disponibles para analisis, tanto actuales como futuros.

El objetivo de esta Descripcion de la Cohorte es proporcionar una presentacion exhaustiva de la
cohorte del GRLS junto con una visién general de la poblacién de referencia, la obtencién de datos,
las caracteristicas de los participantes, las publicaciones con revisores externos hasta la fecha, y la

disponibilidad de conjuntos de datos y muestras bioldgicas para la comunidad cientifica.
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Descripcién de la cohorte

En esta cohorte observacional de base poblacional, se recluté a los propietarios de 3,044 perros
golden retriever de entre seis meses y dos afos, residentes en los Estados Unidos, para participar en
el estudio desde 2012 hasta 2015. Gestionamos el andlisis de los datos y muestras de la cohorte ya
sea internamente en la Fundacion o a través de propuestas o contratos externos. Los detalles del
reclutamiento del estudio y los criterios de inclusion y exclusion se publicaron con anterioridad
[8, 14]. En sintesis, se reclut6 a los propietarios a través de anuncios en el Golden Retriever Club
of America, la Golden Retriever Foundation, en clubes regionales de golden retrievers,
organizaciones profesionales veterinarias y en las redes sociales.

Para su inscripcion en el estudio, los duefios y los perros se seleccionaron a través de un perfil de
propietario con informacion demogréfica y de registro. La inscripcién se estratificé por cinco
regiones geograficas (Pacifico, Montafia, Medio Oeste, Noreste y Sur), asi como por el sexo del
perro vy el estado de esterilizacidon o castracién. Se requeria que los perros tuvieran un pedigri de
tres generaciones. Una vez que se selecciond a los canes, los propietarios convocados completaron
un consentimiento informado por escrito. Luego, completaron el cuestionario anual de propietario
y realizaron la consulta veterinaria y la toma de muestras. Antes de llenar su cuestionario anual, los
veterinarios confirmaron que los perros no padecian enfermedades crdénicas y completaron un
consentimiento informado por escrito para su participacion en el estudio. El Consejo de Bienestar
Animal de la Morris Animal Foundation aprobo el protocolo del estudio.

¢ Qué informacion se recopil6?
Obtencidn anual de datos

Anualmente se llevan a cabo tres componentes del estudio: el cuestionario de propietario, el
examen y cuestionario veterinario y la toma de muestras. El Cuestionario Anual de Propietario esta
disponible desde un mes antes de la fecha de aniversario de la inscripcién hasta 10 meses después
de esa fecha (Fig.1), pero la mayoria de los propietarios lo completan dentro de un mes de la fecha
de aniversario. En este extenso cuestionario, se solicita informacion sobre el estilo de vida de cada
perro, los antecedentes reproductivos y de viajes, la actividad fisica, los medicamentos de venta
libre y los antiparasitarios contra pulgas, garrapatas y parasitos del corazoén que toma, los cuidados
dentales en el hogar, el aseo, la alimentacién y las practicas alimentarias, el entorno, las condiciones
de vida y las exposiciones a factores ambientales. Ademds, se solicita un cuestionario de
comportamiento (C-BARQ) [15]. Una vez que el propietario completa el cuestionario, se le envia
un kit de toma de muestras y se le solicita que programe su consulta anual al veterinario ("Visita de
estudio”). En la Visita de Estudio, se realiza un examen fisico completo y se toman muestras
centrales (sangre entera, suero, orina, heces, pelo y udas de las patas) para pruebas
complementarias y su almacenamiento en biobancos.

Los veterinarios reciben un completo manual de instrucciones para la toma de muestras
denominado “The Annual Veterinary Sample Kit: Collection & Shipping Instructions”, disponible
en https://www.morrisanimalfoundation.org/sites/default/files/filesync/

GRLS-Annual-Kit-Instructions.pdf. En este manual, se indica como tomar y transportar cada

una de las muestras centrales. El cuestionario para los veterinarios, el Cuestionario Anual de

Veterinario, estd disponible en https://www.morrisanimalfoundation.org/sites/default/files/

filesync/GRLS-Annual-Veterinarian-Questionnaire.pdf.
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En el cuestionario, se incluyen datos sobre la historia clinica de cada perro, los resultados del examen
fisico, como la altura a la cruz, el peso y el puntaje de condicién corporal, un mapa de tumores
superficiales, y los antecedentes de vacunacion y de medicamentos recetados. Todas las preguntas se
formulan para consultar sobre los diagndsticos recibidos y medicamentos recetados en los 12 meses
previos a la Visita de Estudio. Los propietarios y veterinarios también informan la historia clinica del
padre y la madre, si se conoce. Por lo general, transcurre un mes entre la finalizacién del Cuestionario
Anual de Propietario y la Visita de Estudio. El veterinario puede completar el Cuestionario Anual de
Veterinario en cualquier momento una vez finalizada la Visita de Estudio. Aunque no hay exigencias
respecto a este plazo, se anima a los veterinarios a completarlo tan pronto como puedan, preferentemente
antes de la préxima Visita de Estudio.

Anilisis de laboratorio anual y almacenamiento de muestras bioldgicas
Durante la noche, las muestras centrales se envian a un banco de muestras bioldgicas donde se congelan
y almacenan para andlisis posteriores (no se usa el método de congelacién rapida). Anteriormente, se

describié la informacién sobre la cantidad recogida y almacenada [8]. Se muestra en la Tabla 1. Al

principio, se extrajo el ADN de las muestras de sangre entera y se almacené para su futuro analisis.

Fecha de aniversario Visita de estudio
de la inscripeion completada

Pruebas complementarias
"

fonario anual ¢ i 1
= tionar ¥ e
de propietario abierto ¥ de propietario completo 1 piobancos de las muestras
Bl prodecimiento se repite
al aiio siguiente
.

VISITA
GUESTIONARIO ANUAL DE ESTUDIO GUESTIONARIO ANUAL
DE PROPIETARIO DE VETERINARIO

Fig. 1. Cronograma y componentes del estudio. Cada aflo se llevan a cabo tres componentes del estudio cerca de la
fecha de aniversario de la inscripcion del perro: 1) el Cuestionario Anual de Propietario, 2) la consulta veterinaria
anual (‘“Visita de Estudio”), y 3) el Cuestionario Anual de Veterinario. El Cuestionario Anual de Propietario esta
disponible desde un mes antes de la fecha de aniversario de la inscripcion hasta 10 meses después de esa fecha, pero
la mayoria de los propietarios lo completan dentro de un mes de la fecha de aniversario. Una vez que el propietario
completa el cuestionario, se le envia un kit de toma de muestras y se le solicita que programe la Visita de Estudio. En
la Visita de Estudio, se realiza un examen fisico completo y se toman muestras centrales para pruebas
complementarias y su almacenamiento en biobancos. Por lo general, transcurre un mes entre la finalizacion del
Cuestionario Anual de Propietario y la Visita de Estudio. El veterinario puede completar el Cuestionario Anual de
Veterinario en cualquier momento una vez finalizada la Visita de Estudio. Aunque no hay exigencias respecto a este
plazo, se anima a los veterinarios a completarlo tan pronto como puedan, preferentemente antes de la proxima Visita
de Estudio.

https://doi.org/10.1371/journal.pone.0269425.9001

Actualmente estamos realizando el genotipado de todos los perros para estudios de asociacion de genoma

completo. En ultima instancia, estos datos se pondran a disposicion de los investigadores.

Durante la noche, se envian muestras adicionales de sangre, suero, heces y orina a un laboratorio
veterinario de referencia para diagndsticos. Alli se hace un hemograma completo, un perfil bioquimico
del suero, un analisis de las heces para detectar huevos y parésitos, un anélisis de orina, una prueba de
antigenos del parésito del corazén y una prueba de tiroxina total (T4) para medir los niveles de la
hormona tiroidea. Los resultados se comunican a los veterinarios del estudio y se anaden a nuestra base

de datos. Encontrara informacion detallada sobre los andlisis y la metodologfa en la Tabla S1.
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Seguimiento adicional de neoplasias malignas y muerte

Ademas del seguimiento anual, se indica a los propietarios y veterinarios que se pongan en contacto
con nosotros en caso de una presuncion o confirmacion de diagnostico de neoplasia maligna, o en caso

de muerte. Si hay una presunta neoplasia maligna, enviamos a los veterinarios un kit de biopsia

Tabla 1. Resumen de muestras de biorepositorio al 31 de mayo de 2021.

Muestra Temperatura de
almacenamiento

ADN -80°C

genémico”

Sangre entera” -80°C

Suero -80°C

Orina -80°C

Heces -80°C

Muestras de pelo | -20°C

Muestras de uias | -20°C

Cantidad recogida en la consulta Alicuotas almacenadas a disposicién de |Numero total de muestras

veterinaria anual los investigadores recogidas

N/C Alicuotas de ADN ajustadas a una 3,044
concentracion de 100 ng/pl

10 mL Alicuotas de 250 pL 18,974

10 mL Alicuotas de 250 pL 18,954

5mL Alicuotas de 1 ml 18,965

~1 gramo No disponible 18,915

Mechén de pelo de 2” de largo y %" de 1 muestra por consulta 18,875

didmetro

Entre 5y 10 ufias 1 muestra por consulta 18,885

"El ADN genémico se extrajo y almacend solo para la visita de estudio inicial. La sangre entera se almacend en el resto de las visitas.

https://doi.org/10.1371/journal.pone.0269425.t001

y para alteraciones linfoproliferativas, solicitamos que las muestras se envien a nuestro laboratorio de
analisis clinico para histologia, con la opcién de citometria de flujo y reaccion en cadena de la
polimerasa para el reordenamiento del receptor de antigeno (andlisis PARR) realizadas en el
Laboratorio de Inmunologia Clinica de la Universidad Estatal de Colorado (CSU). Los veterinarios
reciben un completo manual de instrucciones para la toma de muestras donde se explica como tomar y
transportar las muestras para histopatologia, citometria de flujo, andlisis PARR y almacenamiento en
biobancos. Con la incorporacién del subtipado de linfoma en septiembre de 2019, se logré disponer de
un alto porcentaje (79%) de perros con datos de inmunofenotipo. Si es posible, también solicitamos que
se envie a nuestro biobanco una muestra tumoral de 5 mm? conservada en RNALater. Una vez
confirmada una neoplasia maligna, solicitamos que el veterinario complete un cuestionario adicional
para obtener detalles sobre los diagnosticos y las medidas adoptadas.

Aunque no es obligatorio, es recomendable realizar una necropsia cuando muere un perro. Se solicita
un cuestionario sobre la muerte y la necropsia al veterinario registrado del estudio, al dltimo veterinario
que atendié al perro y al veterinario que realiz6 la necropsia (si corresponde) para obtener informacioén
sobre la causa y el tipo de muerte (es decir, eutanasia 0 muerte natural), asi como los resultados
macroscopicos de la necropsia, si se dispone de ellos. Siempre que sea posible, las necropsias se realizan
con kits estandarizados y un manual de toma de muestras que se entregan al veterinario. Solicitamos al
veterinario que tome muestras de higado, rinén, glandulas suprarrenales, bazo, ganglios linfaticos,
corazon, y glandulas tiroideas y paratiroideas, tanto enfermos como sanos, asi como muestras de todos
los presuntos tumores malignos. Los tejidos se fijan en formol para su histopatologia y se conservan en
RNALater para su envio a los biobancos. Sila necropsia se realiza en un laboratorio de analisis clinicos o
por un veterinario dispuesto a hacerlo, también solicitamos una muestra de piel con pelo y ojos,
pulmones, eséfago, estémago, duodeno y pancreas, yeyuno, union ileocecocdlica, vejiga urinaria,
musculo esquelético, huesos, médula 6sea, liquido sinovial, y cerebro o médula espinal. Ademas,
solicitamos la toma de muestras centrales y de derrames para un anilisis de laboratorio y su

almacenamiento en biobancos a discrecidn del veterinario.
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Tras la muerte del perro, nuestro equipo de operaciones recopila las historias clinicas completas junto
con los registros del veterinario de cabecera y los de otros especialistas. Esta informacion sirve para
determinar la causa de muerte y cualquier diagnéstico importante segin sea necesario.

Nuestro objetivo es que todas las biopsias histoldgicas y muestras cadavéricas se sometan a un proceso
de adjudicacién en el que participen dos o tres patdlogos independientes. Una vez que el laboratorio de
analisis clinicos de referencia completa su revisidn, las muestras se trasladan al Laboratorio de Analisis
Veterinario de la Universidad Estatal de Colorado (CSU). Un patdlogo de la CSU realiza una revision
independiente de las muestras, sin tener en cuenta los diagnésticos previos. Los resultados se informan a
la MAF y el equipo de operaciones los revisa. Silos dos patologos estan de acuerdo, el caso se considera
adjudicado y se le asigna un nivel de confianza de uno. Si la interpretacién secundaria no coincide con el
analisis inicial, un tercer patélogo realiza una revisién independiente a ciegas de las muestras. Si dos de
los tres diagndsticos coinciden, el caso se considera adjudicado y se anula el diagnéstico contradictorio.
Si ninguna de las interpretaciones coincide, los patélogos se retinen para llegar a un diagndstico de
consenso. Seguin sea necesario, se realizan tinciones inmunohistoquimicas adicionales. Los bloques de
parafina y los portaobjetos histoldgicos de los casos adjudicados se trasladan a la MAF. Alli se hace un

inventario y se los almacena.

Debido a los costos, las preferencias del propietario y los métodos intervencionistas de toma de
muestras, no todas las neoplasias malignas se diagnostican mediante histologia. Por lo tanto, se han
asignado niveles de confianza para todos los diagndsticos de neoplasia maligna (Tabla S2). El Nivel 1
representa un diagnostico definitivo confirmado microscdpicamente mediante una histologia o citologia,
interpretada por un patélogo certificado. Para las alteraciones linfoproliferativas, también se acepta la
citometria de flujo o el andlisis PARR. El Nivel 2 representa un diagnéstico provisional basado en la
visualizacion directa o en un diagndstico por imégenes sin confirmaciéon microscépica (por ejemplo, se le
asignaria el hemangiosarcoma de Nivel 2 a un perro con un derrame pericardico y un tumor en la
auricula derecha). Para que un diagndstico se considere de Nivel 2, un especialista veterinario certificado
debe realizar el diagnéstico por imagen (es decir, radiografias interpretadas por un radidlogo veterinario
certificado). La citologia interna (es decir, la citologia interpretada por el veterinario) también se
considera un diagnoéstico de Nivel 2. El Nivel 3 representa un diagnostico provisional basado solo en una
sospecha clinica (por ejemplo, si el propietario del perro no acepta los resultados y el veterinario incluye

el linfoma como diagndstico diferencial, al ejemplar se le asigna el linfoma de Nivel 3).

Cambios en el estudio a lo largo del tiempo

Desde el inicio del estudio se produjeron dos cambios operativos importantes: un cambio en el sistema
de gestion de datos del estudio y un cambio en el laboratorio de analisis clinicos primario. En julio de
2020, pasamos de una empresa de gestion de estudios externa a operaciones internas. Este cambio implic6
1) poner en marcha un centro de atencion telefénica para todas las comunicaciones con los participantes
y veterinarios, 2) preparar y enviar todos los kits para la toma de muestras, y 3) crear una base de datos

personalizada para la supervision del estudio, la finalizacién de los cuestionarios y el andlisis de los datos.

En diciembre de 2020, cambiamos de laboratorio de andlisis clinicos. Los detalles comparativos de los
instrumentos utilizados y los analitos analizados para cada laboratorio estan disponibles en la Tabla S1.
Antes del cambio de laboratorios, realizamos un estudio de extrapolacion de 1 mes en el que participaron
100 perros con el fin de evaluar si los anélisis eran comparables entre ambos laboratorios. En general, los

resultados fueron comparables, lo que respalda la decision de seguir adelante con el cambio.
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En su mayoria, no hubo muchas modificaciones de los cuestionarios a lo largo del tiempo. Entre los
cambios se incluyen la aclaracién de preguntas que los participantes no comprendian, la solicitud de
detalles adicionales, el reemplazo del Indice de Grasa Corporal de Hill's (Hill's Pet Nutrition, Topeka,
Kansas) por el Puntaje de Condicién Corporal de 9 puntos de Purina (Purina Animal Nutrition, San
Luis, Misuri) después del cuestionario inicial, y la ampliacion de las opciones de diagnodstico de casilla
de verificacién para los veterinarios. Gracias a la transicion a las operaciones internas, se lograron
cambios mds rdpidos y flexibles en los cuestionarios. Por lo tanto, hubo adiciones importantes en el
estudio. En primer lugar, reemplazamos los diagndsticos de casilla de verificacion por el uso de

SNOMED Clinical Terms (https://www.snomed.org/) para que haya una gama mas amplia de

diagnosticos sin dejar de contar con una terminologia estandarizada. En segundo lugar, recientemente
lanzamos el “Golden Age Study” en colaboracion con Elanco Animal Health y el Purina Institute. En
esta adicién optativa de estudio bianual, se incluyen cuestionarios previamente validados para evaluar
la osteoartritis: el cuestionario “Liverpool Osteoarthritis in Dogs” (LOAD) [16] para propietarios, el
protocolo “Canine OsteoArthritis Staging Tool” (COAST) [17] para veterinarios y la herramienta
DISHAA (Desorientacion, Interacciones sociales, Ciclos de suenio/vigilia, Suciedad de la casa,
Aprendizaje y memoria, Actividad y ansiedad) [18] para que tanto veterinarios como propietarios
evaluen el Sindrome de Disfuncién Cognitiva. En tercer lugar, agregamos un cuestionario de muerte y
necropsia, lo que permite que los veterinarios afiadan los cambios en la historia clinica entre la fecha en
que se completd el ultimo cuestionario anual de veterinario y la fecha de la muerte. Ademas, se
recopilan los resultados macroscdpicos de la necropsia (si se realizo) y el informe de la presunta causa
de muerte. Histéricamente, los veterinarios y los auxiliares veterinarios de la MAF reunian esta
informacién mediante las historias clinicas. Por lo tanto, gracias a estos cambios, se disminuyé la carga

de trabajo del personal de la MAF y se mejor¢ la integridad de los datos.

Participacion en el estudio
En general, el GRLS ha tenido una excelente participacion y retencion (Fig. S1). Al 31 de mayo de 2021,

la retencion total es del 86% (2,251 perros inscritos y con vida, y 352 inscritos fallecidos), con sélo 441
ejemplares perdidos durante el seguimiento. Se analizaron las razones de la retirada activa de 96

(de 441) canes. Entre las razones mds frecuentes se incluyen las dificultades del propietario (n = 28,
29%), la reubicacion del perro (n = 20, 21%) y un nivel alto de ansiedad por parte del ejemplar durante la
consulta veterinaria (n = 14, 15%).

Durante los primeros 5 afos del estudio, la tasa de participaciéon anual, definida como la finalizacién de
los tres componentes del estudio (cuestionario anual de propietario, Visita de Estudio con toma de
muestras bioldgicas y cuestionario anual de veterinario), ha oscilado entre el 74% y el 87%. Dado que la
finalizacién del cuestionario anual por parte de los veterinarios depende de la finalizacién del
cuestionario anual de propietario, se observa una participacion general de los veterinarios ligeramente
baja (durante los primeros 5 afos del estudio, la tasa de participacion en el cuestionario anual de
propietario oscilé entre el 80% y el 93%, y el indice de finalizacién del cuestionario anual de veterinario
oscilé entre el 75% y el 89%). Sin embargo, si tomamos como denominador solo a los veterinarios que
tuvieron la oportunidad de completar un cuestionario (es decir, el nimero de participantes con un
cuestionario anual de propietario completo), la tasa de finalizacion del cuestionario anual de veterinario
oscil6 entre el 92% y el 96% durante los primeros 5 afios del estudio. En la actualidad, almacenamos casi

19,000 muestras de cada uno de los tipos que tomamos (Tabla 1).
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La informacion demogrifica de la cohorte en la fecha del ultimo cuestionario figura en la Tabla 2.
A partir de mayo de 2021, los perros que permanecen en la cohorte tienen un promedio de 8.3 afios
(entre 6.7 y 11.3 afos). Aproximadamente el 19% (n = 418) no estd esterilizado o castrado, con una
distribucidn relativamente uniforme de la edad en el momento de la gonadectomia (14% < 6 meses,
27% entre los 6 meses y el afio, 20% entre el afio y los 2 aflos, 21% >2 afos). La distribucién geografica se
mantiene consistente con nuestros participantes iniciales y se divide aproximadamente
a partes iguales entre cinco regiones. La mayoria de los perros tienen una puntaje de condicién
corporal saludable (BCS de Purina de entre 4 y 5), pero el 37% tiene sobrepeso (BCS de entre 6 y 7) u
obesidad (BCS de entre 8 y 9). Gran parte de los canes que se perdieron durante el seguimiento
abandonaron el estudio al principio, por lo tanto, eran ejemplares mas jovenes y habia un mayor

porcentaje de perros no castrados o esterilizados.

Criterios de valoracion del estudio
Al 31 de mayo de 2021, hemos obtenido 223 de los 500 criterios principales de valoracion (45%). El

hemangiosarcoma es el criterio principal de valoracién mas frecuente (n = 120), seguido del linfoma y la
leucemia (n = 85). Se diagnosticaron menos tumores de mastocitos de alto grado y osteosarcomas de lo
esperado, con sélo 10 y 8 casos, respectivamente. La mayoria de estos diagndsticos entran en nuestra
categoria de diagndstico definitivo mediante histologia o citologia (89 hemangiosarcomas [74%],

77 linfomas y leucemias [90%], 9 tumores de mastocitos [90%], 6 osteosarcomas [75%]) (Fig. S2). De
acuerdo con nuestros datos actuales, estimamos que alcanzaremos los 500 criterios principales de
valoracion alrededor de enero de 2023 (Fig. 2).

E179% de los casos de linfoma y leucemia se subtipificaron (n = 68) mediante diversas combinaciones
de inmunohistoquimica (IHQ), citometria de flujo y analisis PARR. Se dividieron por igual entre los
subtipos de linfocitos B y T (n = 30 y 32, respectivamente). En los subtipos de linfocitos B, se incluian el
linfoma difuso de linfocitos B grandes (n = 22), el linfoma B no especificado (n = 7) y el linfoma de la
zona marginal (n = 1). En los subtipos de linfocitos T, se incluian el linfoma periférico de linfocitos T
(n = 14), el linfoma y la leucemia de la zona T (n = 7) y el linfoma T no especificado (n = 11). Ademas,
hubo 4 casos de leucemia aguda, un caso de linfoma epiteliotrépico y uno de linfoma de linfocitos nulos.

Las incidencias acumuladas se documentaron por edad para cada uno de los criterios principales de
valoracion (Fig. 3). El linfoma y la leucemia eran los tipos mas frecuentes de cancer entre los perros
menores de 6 afios, con una incidencia constante a lo largo del tiempo. Por el contrario, la incidencia de
hemangiosarcoma fue inicialmente baja, pero aumenté de forma significativa a partir de los 6 afios y se
convirtio en el tipo de cincer mas frecuente alrededor de los 8 afios. Como se muestra anteriormente, la

incidencia de tumores de mastocitos de alto grado y osteosarcomas se ha mantenido baja.

Hasta la fecha, 352 perros murieron. Un 70% de estas muertes (n = 248) se atribuye al cancer. Se les
practicé una necropsia a casi dos tercios de esos perros (n = 218, 62%). Con el tiempo, la proporcién de
canes a los que se les practica una necropsia ha aumentado debido a una mayor comunicacién con los
participantes y a la aclaracion del protocolo de necropsia (en los tltimos dos afos, se sometio a este
procedimiento a un 65% de los perros fallecidos, en comparacién con un 55% en los afios anteriores). De
acuerdo con la tendencia en la tasa de muerte de nuestros participantes, estimamos que la mayoria

habra muerto alrededor de enero de 2027 (Fig. 2).
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Tabla 2. Informacién demografica de los participantes del estudio al 31 de mayo de 2021.

Actualmente inscritos

Fallecidos (n = 352)

Perdidos en el seguimiento (n = 441)

(n=2,251)
n| % % %
Edad en el momento de la 1.20 (0.47-2.94) 1.46 (0.41-2.98) 1.33 (0.52-3.25)
inscripcién, expresada en afios”
Edad actual, expresada en afios” 8.26 (6.69-11.31) 7.28 (0.68-10.70) 2.78 (0.51-7.53)
Edad en el momento de la esterilizacion/castracion, variable cualitativa
<= 6 meses 313 14% 45 13% 53 12%
Entre 6 meses y 1 afio 615 27% 98 28% 105 24%
Entre 1 y 2 afios 450 20% 67 19% 43 10%
Entre 2 y 5 afios 259 12% 26 7% 17 4%
> 5 aflos 196 9% 13 4% 1 0%
Sin esterilizar o castrar 418 19% 103 29% 222 50%
Sexo
Hembra no esterilizada 131 6% 39 11% 106 24%
Hembra esterilizada 994 44% 120 34% 114 26%
Macho no castrado 287 13% 64 18% 116 26%
Macho castrado 839 37% 129 37% 105 24%
Ubicacion geografica
Pacifico 306 14% 43 12% 76 17%
Montana 308 14% 51 14% 47 11%
Medio Oeste 545 24% 78 22% 94 21%
Noroeste 472 21% 69 20% 82 19%
Sur 620 28% 111 32% 142 32%
Puntaje de condicién corporal®
Bajo peso 16 1% 2 1% 6 1%
Normal 1198 53% 197 56% 283 64%
Sobrepeso 738 33% 122 35% 138 31%
Obeso 82 4% 12 3% 14 3%
Datos faltantes 217 10% 19 5% 0 0%

*Todos los datos se basan en el ultimo cuestionario completado por el propietario y el veterinario. La edad se calcula a partir del 31/05/2021 para los perros inscritos, en

caso contrario, se toma en cuenta la fecha de muerte o retirada del estudio

Amediana de edad (intervalo). La edad en el momento de la inscripcion se determina seglin el momento en que se completaron todos los componentes del estudio y, por

lo tanto, puede ser superior a 2 afios debido a demoras en la finalizacion del cuestionario veterinario

*Faltaba el puntaje de condicién corporal de algunos perros debido a un error en el cuestionario durante la transicion a la base de datos interna. El error se corrigi6 para la
p J

obtencién de datos en curso

https://doi.org/10.1371/journal.pone.0269425.t002

Principales conclusiones y publicaciones

Hasta la fecha, se han publicado seis articulos con revisores externos que tienen datos del GRLS. Se

pueden consultar en https://datacommons.morrisanimalfoundation.org/publications [8, 14, 19-22].

A continuacion, se detallan algunas conclusiones.

Variacién bioquimicaen perros sanos

Los intervalos anuales de cambio de los analitos bioquimicos se calcularon en un subconjunto de 190

participantes que gozaban de buena salud y se validaron en una muestra independiente de 238

participantes sanos del estudio [21]. En este estudio, se destacan la variabilidad biolégica en las

pruebas de bienestar y la importancia de obtener datos de laboratorio iniciales para evaluar la

variacion individual.
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Fig. 2. Inscripciones, muertes y diagnésticos principales de cdncer observados y estimados. Los datos proyectados se
obtuvieron mediante el ajuste de un modelo ctibico de los meses transcurridos desde la inscripcion a los datos observados y a
la proyeccion de valores para los préximos meses. El periodo de los datos proyectados se indica con sombreado gris.

https://doi.org/10.1371/journal.pone.0269425.9002

Factores asociados al cumplimiento por parte del propietario

En un estudio realizado para evaluar los factores asociados con el incumplimiento por parte
del propietario tras la visita de estudio inicial [20], se descubrié que los propietarios incumplidores
eran mas propensos a tener perros sin vacunar y durmiendo en la cochera en lugar del dormitorio.

Esta informacion sirve para anticipar el cumplimiento en futuros estudios de cohortes

Tasa de incidencia acumulada por 1,000 perros-aiios

Edad (afios)

-+ Hemangiosarcoma —*- Linfoma McT Osteosarcoma

Fig. 3. Incidencia acumulada de los cuatro criterios principales de valoracién. La incidencia acumulada se
muestra por edad de los perros, expresada en afios. Las partes sombreadas representan intervalos de confianza del
95%. Todos los niveles de diagnéstico (del 1 al 3) se incluyen en los célculos de incidencia.

https://doi.org/10.1371/journal.pone.0269425.9003
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o en el reclutamiento dirigido, y el sobremuestreo de grupos con menos probabilidades de cumplir con
el estudio. En futuros analisis, se determinara si son factores prondstico consistentes de cumplimiento

en etapas posteriores.

Edad en el momento de la gonadectomia

Se descubri6 que la gonadectomia antes de los 6 meses se asocia con un mayor riesgo de lesiones
ortopédicas [22]. Asimismo, aumenta el riesgo de sobrepeso u obesidad sin importar la edad del ejemplar
en el momento de la cirugfa. Gracias a este manuscrito y a otras publicaciones que lo respaldan [23-25],
se contribuyd a la amplia discusion sobre la necesidad de contar con recomendaciones adecuadas para

cada raza en cuanto a la edad ideal de castracion.

Depresién endogdmica

En un subconjunto de 100 hembras no esterilizadas, se encontré una correlacién negativa
estadisticamente significativa entre el coeficiente gendmico de endogamia y la fecundidad [19]. Asi se
concluye que los golden retrievers se beneficiarian de las practicas que limitan la endogamia y se allana el

camino para la investigacion de otros rasgos afectados.

Publicaciones

En dos publicaciones adicionales, se ofrece una vision general del estudio. En la primera publicacidn, se
destacan los motivos, los objetivos y el disefio del estudio antes de completar la inscripcion [8] y en la

segunda, se describen las caracteristicas poblacionales iniciales de los perros inscritos [14].

¢ Cuales son las principales ventajas y desventajas del estudio?

El GRLS es el estudio de cohortes longitudinal mas amplio y exhaustivo en los Estados Unidos. Se
proporcionan datos novedosos y acceso a muestras para la investigacion basica y traslacional. Se dispone
de informacidn extensa sobre cada perro, junto con los resultados de los analisis, el uso de
medicamentos, los diagndsticos veterinarios y los datos sobre los factores ambientales y el estilo de vida.
Gracias al diseflo longitudinal y a una combinacion de datos de cuestionarios y muestras bioldgicas,

estamos bien equipados para evaluar biomarcadores para la deteccién temprana de enfermedades.

Nuestros indices generales de participacién y retencién son notables. Debido al orden de los
componentes del estudio, el indice de cumplimiento del Cuestionario Anual de Veterinario es
ligeramente inferior al del Cuestionario Anual de Propietario. Afortunadamente, muchos de estos datos
pueden recuperarse mediante la obtencion de la historia clinica del perro tras su muerte. En futuros
estudios, se podria considerar la posibilidad de solicitar historias clinicas regularmente para obtener

informacién sobre los medicamentos y el estado de salud de los perros.

Para participar en el GRLS, se requiere de un gran compromiso por parte de los propietarios. Aunque
no recopilamos sus datos demograficos, es probable que se trate de una poblacién selecta no
generalizable a todos los duefios de perros. Ademads, dado que hemos limitado nuestra poblacién a una
raza de perro y a una zona geografica, es posible que algunos resultados no sean generalizables a otras
razas o regiones. La etiologia de muchas enfermedades no es especifica de una raza, por lo tanto, los
resultados de este estudio podrian beneficiar a una amplia gama de razas caninas. Sin embargo, puede
haber diferencias geograficas en la incidencia y prevalencia del cancer, como se indica en algunos
estudios [11-13]. Pensamos que nuestra cohorte tendrd un alto grado de parentesco, que se evaluara una

vez hayamos completado el genotipado de todos los participantes.
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Uno de los principales retos del estudio es la adjudicacién de los diagndsticos veterinarios. Dado que
no se proporciona una formacion especializada a los veterinarios participantes, la confianza en el
diagnostico de un veterinario y, por lo tanto, en los informes de nuestros cuestionarios anuales depende
de muchos factores: la experiencia clinica, los antecedentes y la formacidn, la voluntad del propietario
de solicitar andlisis y las normas de ejercicio profesional. La adjudicacion es mds sencilla para los
diagndsticos de cancer, ya que se suele incluir histologia u otras pruebas adicionales. Sin embargo,
puede ser mas dificil para algunos de nuestros criterios de valoracién secundarios de interés, en
particular, el hipotiroidismo y la atopia que requieren pruebas de estimulacién para su diagndstico.
Actualmente estamos colaborando con expertos veterinarios para preparar una estrategia de

adjudicacién para los criterios de valoracién secundarios de interés.

En el GRLS, también se tienen en cuenta las limitaciones generales de los estudios de cohortes y los
estudios basados en cuestionarios. Como la obtencién de datos es anual, los encuestados pueden tener
dificultades para recordar informacion o agobiarse debido a la extension del cuestionario. Ademas, dado
que este estudio ha estado en curso durante casi una década, se han producido cambios significativos en
las empresas de alimentos para perros, en los productos farmacéuticos y en otras variables de interés que
pueden dificultar la categorizacion precisa de los datos. Las técnicas de laboratorio preferidas han
cambiado y se han mejorado a lo largo del tiempo, y los métodos de muestreo del estudio y de

conservacion no son compatibles con todas ellas.

¢ Puedo acceder a los datos? ;Dénde puedo encontrar mas
informacion?

Hay algunos datos de acceso puiblico disponibles para los investigadores vinculados con una
universidad, una organizacién sin fines de lucro o una agencia gubernamental en el sitio Data

Commons de la Morris Animal Foundation (https:// datacommons.morrisanimalfoundation.org/). Los

datos nuevos suelen cargarse en los 12 meses siguientes a la finalizacién de un afio de estudio.
Trabajamos de manera continua para aumentar la cantidad de informacién disponible en Data

Commons y al final, planeamos incluir toda la informacién anénima y los datos de genotipado.

Ademas, tanto los investigadores académicos como los del sector privado pueden solicitar el acceso a
los datos o las muestras bioldgicas adicionales a través de nuestro procedimiento de solicitud de

propuestas. Puede obtener mas informacién en https://www.morrisanimalfoundation.org/

golden-retriever-lifetime-study-rfp.

Informacion complementaria:

Fig. S1 Cumplimiento y retenci6n de los participantes durante los primeros 6 afios del estudio. Los
perros se consideraron totalmente cumplidores si recibiamos el Cuestionario Anual de Propietario
completo, las muestras bioldgicas y el Cuestionario Anual de Veterinario para un ano de estudio
determinado. Debido a las dificultades para programar consultas con el veterinario durante la
pandemia de COVID-19, se produjo un aumento en el nimero de perros parcialmente cumplidores
durante el quinto y sexto afio del estudio.

(TIFF)

Fig. S2 Resumen de los niveles de diagnéstico para los criterios principales de valoracién.
(PDF)

Tabla S1.Informacién detallada sobre los anlisis anuales realizados en los laboratorios de analisis
clinicos. El cambio de laboratorio se produjo el 1 de diciembre de 2020.
(PDF)
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Tabla S2. Criterios de diagnéstico de los niveles de confianza del cancer.
(PDF)

Datos S1.
(CSV)
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