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COMUNICACION
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SUMMARY

The aim of this study was to detect the expression of ciclooxigenase-2 (COX-2) in metastatic primary carcinoma and non metastatic carcinoma,
taking into consideration the relation between COX-2 and the progression of cancer. Evaluation of the COX-2 expression was achieved by
immunohistochemistry analysis, using the primary polyclonal antibody anti-PGHS-2, clone PG 27, (Oxford Biomedical Research). The number of
marked cells by the COX-2 antibody was higher (P < 0.001) in the metastatic primary carcinoma (81.25%) than non-metastatic (60.3%). There was a
positive correlation between the number of labeled cells.
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RESUMEN

Teniendo en cuenta la relacién de la ciclooxigenasa-2 (COX-2) con la progresion del cancer, el objetivo de este trabajo fue investigar la expresion
de la COX-2 en los carcinomas mamarios primarios, metastdsicos y no metastdsicos en perras. La evaluacion de la expresién de COX-2 fue realizada
por inmunohistoquimica, utilizando anticuerpo policlonal primario anti-PGHS-2, clon PG 27, (Oxford Biomedical Research). El nimero de células
marcadas por el anticuerpo COX-2 fue significativamente mayor (P < 0.001) en los carcinomas primarios metastdsicos (81,25%) comparados con los
no metastasicos (60,3%). Existe correlacién positiva entre el nimero de células marcadas COX-2 y el grado de invasién tumoral (carcinoma mamario
primario metastasico y no metastasico).
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INTRODUCCION

El cancer mamario es la neoplasia mas comun en
perras (Zuccari 2001). Aproximadamente 50% de estos
tumores son malignos y el 25% de los casos presentan
metdstasis al momento del diagnéstico (Kitchell 1995,
Morrison 1998). Generalmente las metdstasis ocurren en
los nédulos linfaticos, aunque pueden ocurrir también en
otros 6rganos tales como higado, corazén, rifién, piel, ce-
rebro y hueso (Kitchell 1995).

Debido a la alta incidencia de metéstasis al momento
del diagndstico en los pequefios animales, nuevos estu-
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dios vienen siendo realizados, con el objetivo de esclare-
cer los mecanismos ligados con la progresion neoplasica
y las opciones terapéuticas que permitan bloquear estos
mecanismos. Todo esto con el fin de mejorar el prondsti-
co de los animales acometidos por neoplasias mamarias
(De Nardi y col 2009, De Nardi y col 2011).

Existe la posibilidad que la ciclooxigenasa 2 (COX-2)
esté indirectamente relacionada con el desarrollo del cén-
cer. Esta correlacion surgi6 a partir de varios estudios que
observaron asociacion entre el uso crénico de antinflama-
torios no esteroides (AINES) y la disminucién en la inci-
dencia de carcinoma de colon en humanos y carcinomas
de células transicionales de la vejiga urinaria en perros
(Thuny col 1993, Knapp y col 1992, De Nardi y col 2011).

Normalmente la COX-2 no se encuentra en las célu-
las sanas (Davies 1995, Pires y col 2010), pudiendo ser
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inducida por reacciones inflamatorias, promotores tumo-
rales, oncogenes y factores del crecimiento (Pires y col
2010, Queirogay col 2010, De Nardi y col 2011). De este
modo la sobre expresion de la COX-2 en tumores ha sido
vinculada con peores prondsticos (Lascelles 2007). Estu-
dios en medicina veterinaria demostraron aumento en la
expresion de COX-2 y de prostaglandina E (PGE2) en los
tumores mamarios (Dias Pereira y col 2009, Lavalle y col
2009, Queiroga y col 2010).

La PGE2 es el principal producto de la COX-2 impli-
cado en el desarrollo y progresion de los tumores. Las cé-
lulas tumorales producen factores estimuladores de colina
que activan los monocitos y los macréfagos provocando
la sintesis de PGE2, de esta forma inhiben la accién de las
linfocinas, de las células T y B y la accién cito toxica de
las células “natural killer”. Al mismo tiempo la PGE2 tam-
bién inhibe los factores de necrosis tumoral (TNF) e indu-
ce la produccién de interleucuina-10 (IL-10), que promue-
ve inmunosupresion (Dannenberg y col 2001, Mohammed
y col 2001, Wang y col 2006, De Nardi y col 2011).

Segtin Souza y col (2000) la sobre expresién de la
COX-2 en las células tumorales de mama en humanos se
asocia a aumento en la expresién de metaloproteinasas,
que posibilitan el rompimiento de las barreras residuales,
por su capacidad de lisar colageno tipo L, II, Il y IV (pre-
sente en la membrana basal). Este mecanismo genera c€lu-
las con mayor potencial metastasico y capacidad de inva-
sién (Souza y col 2000, Surh y col 2001, Bol y col 2002).

La COX-2 también participa en el metabolismo del
dcido araquidénico, sintetizando prostaglandinas que
estan relacionadas con la produccién del factor de cre-
cimiento endotelial (VEGF) y consecuentemente con
la angiogénesis, imprescindible para la mayoria de los
tumores sélidos por proveer los nutrientes, garantizar el
crecimiento y la sobrevivencia de los mismos. Por otro
lado la angiogénesis es crucial para el establecimiento de
metdstasis tumoral (Knottenbelt y col 2006, Lavalle y col
2009, De Nardi y col 2011).

El aumento en la expresion de la COX-2 en canes con
cancer de mama fue relacionado a menor tiempo de sobre-
vida (Lavalle y col 2009). Dias Pereira y col (2009) cons-
tataron que la mayoria de las lesiones metastasicas estudia-
das exhibian sobre expresion de la COX-2, al igual que las
neoplasias primarias, correlacionando este hallazgo con an-
giogénesis y progresion metastasica (De Nardi y col 2011).

Teniendo en cuenta la relacion de la COX-2 con el de-
sarrollo del cancer, este trabajo tuvo como objetivo inves-
tigar la expresion de esta enzima en los carcinomas mama-
rios metastasicos y no metastasicos de hembras caninas.

MATERIAL Y METODOS

Para la realizacion de este estudio fueron seleccio-
nadas 20 muestras de tejido mamario con carcinoma en
hembras caninas, atendidas en el Servicio de Oncologia
en el Hospital Veterinario de la Universidad Federal de
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Parand. Estas muestras fueron divididas de acuerdo con
la clasificacién histopatolégica y los hallazgos clinicos
de los pacientes, en dos grupos: 10 casos de carcinoma
mamario primario no metastasico y 10 casos de carcino-
ma mamario metastasico.

La expresién de la cicloxigensa-2 fue determinada por
inmunohistoquimica, realizada de acuerdo con el protoco-
lo del Laboratorio de Inmunohistoquimica del Servicio de
Patologia Veterinaria de la Facultad de Medicina Veterina-
ria y Zootecnia (FMVZ) — Campus de Botucatu, SP, Brasil,
usando la técnica estreptoavidina-biotina-peroxidasa.

Los bloques de parafina fueron cortados por medio
de un micrétomo de 3 um y extendidos en laminas his-
tolégicas, preparadas con cola liquida a base de organo-
silano (A3648 - Sigma), transfiriéndolos a envases de vi-
drio vertical que posteriormente fueron almacenados en
incubadoras entre 55 y 60°C por 24 horas. En seguida las
laminas se sometieron al proceso de desparafinizacién e
hidratacién. Para realizar la recuperacién antigénica las
laminas se colocaron en solucién tampén de Citrato 10
mM, pH 6,0, en un horno de micro-ondas por 15 minutos
(3 ciclos de 5 minutos a potencia maxima).

El bloqueo de la peroxidasa enddgena se consiguid
por inmersién de las laminas en una solucién de agua
oxigenada al 3% por 20 minutos. Al final las laminas fue-
ron incubadas en cdmara hiimeda con el anticuerpo (anti-
PGHS 2 — C-terminus, clone PG 27, Oxford Biomedical
Research, EUA) en la proporcién de 1:500, por 18 horas

“over-night”), a una temperatura de 4°C.

Como sistema para amplificacién fue utilizado el En-
vision Dual Link (Dako c6d. K4065, Dinamarca) por una
hora, a temperatura ambiente. Como control negativo, el
anticuerpo primario fue substituido por inmunoglobuli-
na de conejo (Dako céd. X0903, Dinamarca). La solu-
cién cromogénica de DAB liquido fue utilizada (Dako
c6d. K34466, Dinamarca), de acuerdo con las indicacio-
nes del fabricante. Las laminas fueron sometidas a contra
coloraciéon con Hematoxilina de Mayer y montadas con
resina sintética (Permount) y laminulas.

El conteo de las células marcadas por la COX-2 en el
estudio inmunohistoquimico, fue realizado con la ayuda
de un equipo analizador de imagenes (KS 300, version
3.0 - Zeiss, Alemania) constituido por un microscopio
(Leica DMLD, Alemania) acoplado a una camara digital
(Sony - DXV15A, China). Se cont6 un total de 5 campos
para cada caso analizado, obteniendo un minimo de 250
células, entre positivas y negativas, valor posteriormente
convertido a porcentaje para andlisis. El conteo de las cé-
lulas imunorreactivas fue realizado independiente de la
intensidad de marcacion.

El andlisis de los datos fue realizado usando el progra-
ma ‘Statistical Analysis System’ (SAS 1995, EUA), com-
probando la independencia de los resultados (presencia o
ausencia de la expresion para COX-2) mediante una tabla
de contingencia 2X2 (Prueba de Chi cuadrado, post test
de Fisher’s P < 0,05 y coeficiente de contingencia = 0,37).



RESULTADOS

El nimero de células marcadas por el anticuerpo COX-2
(Cuadro 1) fue significativamente mayor (P < 0,001) en los
carcinomas primarios metastdsicos (81,25%) comparados
con los no metastasicos (60,3%).

En la evaluacién inmunohistoquimica se observé una
correlacién positiva y significativa (P < 0,001) entre la
expresion de COX-2 y el grado de invasion tumoral (car-
cinoma mamario primario metastasico y no metastasico).

Un gran nimero de células con marcada expresion
de la enzima COX-2, fue observado, en la mayor parte
de los casos de carcinomas primarios no metastasicos
(figura 1) y metastasicos (figura 2), siendo que la inmu-
norreactividad para la enzima estudiada fue enteramente
confinada al citoplasma de las células neoplasicas.

En las preparaciones inmunohistoquimicas de los car-
cinomas primarios metastasicos se evidencié una fuerte
marcacién de células neoplasicas al interior de los vasos
linfaticos (émbolo neoplasico) (figura 3). En una de estas
preparaciones fue observado que al interior de los acinos,
las células perdieron la adhesion (criterio de malignidad)
y presentaron mayor marcacioén de la COX-2 (figura 4).

DISCUSION

La realizacién de trabajos dentro de esta linea de in-
vestigacidn se justifica debido a la elevada incidencia de
neoplasias mamarias en las hembras caninas (Gornman
y col 1995, Morrison 1998, Perez-Alanza y col 1998).
Adicionalmente, los tumores que afectan a perros y ga-
tos son modelos apropiados para el estudio de la biologia
del cancer y la evaluacién de nuevos agentes terapéuticos
para el tratamiento de estas neoplasias, debido a que los
animales presentan tumores con comportamientos seme-
jantes a los que afectan al hombre (MacEwen 1990, Zuc-
cari y col 2004).

La clasificacion de los tumores mamarios realizada de
acuerdo con el sistema TNM (Tumor/ Nédulos linfaticos/
Metastasis) propuesto por la Organizacién Mundial de la
Salud (Owen 1980) fue fundamental para la evaluacion,
en este ensayo, de la posible progresién tumoral para los
principales lugares de ocurrencia de metastasis, como lo
son nédulos linfaticos y pulmones (Kitchell 1995).

Los resultados encontrados evidencian la importan-
cia del estudio de marcadores celulares en las neoplasias
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Figura 1. Fotomicrografia de preparaciéon inmunohistoquimica
que muestra un gran nimero de células neopldsicas marcadas por
la actividad de la ciclooxigenasa-2 (flechas rojas) en un caso de
carcinoma primario no metastasico de una hembra canina. 640X.

Photomicrographof immunohistochemical preparations sho-
wing a large number of neoplastic cells marked with cyclooxygenase-2

activity (red arrow) in a case of primary non metastatic carcinoma in a
bitch. 640X.

Figura 2. Fotomicrografia de preparacién inmunohistoquimica
que muestra un gran nimero de células neopldsicas marcadas
por la actividad de la ciclooxigenasa-2 (flechas rojas) en un
caso de carcinoma metastdsico de una hembra canina. 640X.

Photomicrograph of immunohistochemical prepara-
tions demonstrating large number of neoplastic cells marked
with cyclooxygenase-2 activity (red arrow) in a case of meta-
static carcinoma in a bitch. 640 X.

Cuadro 1. Resumen de las células marcadas con el anticuerpo COX-2 segtin el tipo de carcinoma y andlisis estadistico.
Summary of the antibody labeled cells with COX-2 by type of carcinoma and statistical analysis.

Tipo de carcinoma % células positivas COX-2 % células negativas COX-2 Valor de P Indice de probabilidad
No Metastasico 60,30 39,70
. < 0,001 95,17
Metastésico 81,25" 18,75

‘Representa diferencia significativa (P <0,05) entre los grupos.
“Represents significant difference (P <0.05) between groups.
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Figura 3. Fotomicrografia de preparacién inmunohistoquimica
que muestra fuerte marcacion de las células neoplasicas en el
interior de un vaso linfatico (embolo neopldsico - flechas rojas),
por la actividad de la ciclooxigenasa-2 en un caso de carcinoma
metastdsico en una hembra canina. 400X.

Photomicrograph of immunohistochemical preparations
demonstrating stronglabeling of neoplastic cells within the lymphatic
vessel (neoplastic plunger-red arrow) to the activity of cyclooxygen-
ase-2 in a metastatic carcinoma in a bitch. 400 times.

Figura 4. Fotomicrografia de preparacién inmunohistoquimica
que muestra células marcadas por la actividad de la ciclooxi-
genasa-2, con pérdida de adhesion al interior del acino (flechas
rojas), en un caso de carcinoma metastdsico en una hembra ca-
nina. 400X.

Photomicrograph of immunohistochemical preparations
demonstrating cells labeling to the activity of cyclooxygenase-2 with a
loss of adhesion in the acino interior (red arrow), in a metastatic carci-
noma in a bitch. 400X.

mamarias mediante la técnica de inmunohistoquimica
(Zuccari 2001), pues fue posible determinar la presencia
y expresion de la enzima COX-2; que normalmente es
encontrada sélo como respuesta a estimulos inflamato-
rios (Souza y col 2000). La utilizacion de la técnica de la
estreptoavidina - biotina peroxidasa, como recuperacién
antigénica en microondas, unida a la dilucién del anti-
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cuerpo policlonal (PGHS-2 - C terminus, clon PG 27),
en la proporcién de 1:500 fue adecuada para realizar la
inmunomarcacién de las células neoplésicas.

El conteo de las células inmunorreactivas fue rea-
lizado de forma independientemente a la intensidad de
inmunomarcacién. La distincién entre células fuerte y
débilmente positivas durante el conteo de las preparacio-
nes inmunohistoquimicas puede ser subjetiva e inducir a
errores en la evaluacion (Scott 1991).

De acuerdo con ciertos trabajos (Bakhle 2001, Beam
y col 2003) se puede especular que el desarrollo de la
carcinogénesis mamaria esta ligado a la actividad de la
ciclooxigenasa-2, aunque la exacta implicancia de esta
enzima en las neoplasias mamarias permanece desco-
nocida. Algunos estudios epidemiolégicos en caninos
revelaron que el uso prolongado de antinflamatorios
no esteroides, responsables de inhibir la COX-2, puede
disminuir la incidencia de los carcinomas de cé€lulas es-
camosas orales y de células transicionales de la vejiga
urinaria (Beam y col 2003); sin embargo, esta accion atin
no ha sido evaluada en canes con neoplasias mamarias.

Asi como existe una correlacién positiva entre la ex-
presion de la COX-2 y la capacidad de invasion residual
de las células tumorales, principalmente de colon y mama
en humanos (Surh y col 2001, Bol y col 2002) se sugiere
que puede existir una accién semejante con los carcino-
mas primarios metastasicos de las perras, debido al gran
potencial de metdstasis que estos tumores presentan.

Las metastasis pulmonares pueden haber sido facili-
tadas por la habilidad de la COX-2 para regular la angio-
génesis, favoreciendo el aporte sanguineo necesario para
la diseminacion de las células neopldsicas (Bakhle 2001,
Tsujii y col 2003).

Futuras investigaciones deben ser realizadas con el
objetivo de evaluar la asociacidn, entre la expresion de
COX-2 y la presencia de receptores de estrégenos y pro-
gesterona en el tejido mamario. Siendo importantes fac-
tores para el prondstico del cancer de mama en caninos,
puesto que las hormonas implicadas influyen en la carci-
nogénesis mamaria (Sartin 1992, MacEwen y col 1998,
Morrison 1998, Fonseca 1999, Zuccari 1999).

Debido a la baja efectividad de los protocolos terapéu-
ticos con farmacos antineoplasicos y radioterapia (Rutte-
man y col 2001), los tratamientos con inhibidores selecti-
vos COX-2 pueden ser una alternativa importante para el
tratamiento de las neoplasias mamarias en estos animales.
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