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RESUMEN

Se trabajo con 17 muestras histopatolégicas pertenecientes a pacientes caninos con neoplasias mamarias
malignas. Se evalud por inmunohistoquimica la expresion del factor de crecimiento de endotelio vascular
(VEGF), la ciclooxigenasa-2 (COX-2), los receptores para estréogenos (RE) y progesterona (RP), la
sobreexpresion del proto-oncogén Herb2-Neu y el p53. El 47 % presentaron expresion positiva para el
VEGEF, COX-2, Herb2-Neu y p53. Este grupo presentd diferencias significativas en relacién al grupo con
expresion negativa, con una mediana de supervivencia de 175 y 850 dias respectivamente. (p=0,009)
El 100 % presentaron expresion negativa para RE y RP. El 57 % de carcinomas simples y el 100 % de
carcinomas mixtos presentaron expresion positiva para el VEGF, COX-2, Herb2-Neuy p53, con compromiso
de linfonodos y metastasis. El 100 % de carcinomas anaplasicos presentaron expresion positiva para
el VEGF, Herb2-Neu y p53 y negativa para COX-2, con compromiso de linfonodos y metastasis. Si bien
el estudio de estos marcadores permite evaluar el riesgo de metdstasis se requieren mas estudios que
involucren un mayor nimero de pacientes que validen o no dichos hallazgos. El objetivo del presente
trabajo fue investigar la expresion del VEGF y de COX-2 para establecer su relacién con otros marcadores
y para evaluar riesgo de metastasis en cAncer mamario canino.
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ABSTRACT

It worked with 17 histopathological sections from canine patients with malignant mammary
neoplastic. It was evaluated by immunohistochemistry the vascular endothelial growth factor (VEGF),
cyclooxygenase-2 (COX-2) expression, estrogen (ER) and progesterone (PR) receptors, Herb2-Neu proto-
oncogene overexpression and p53. The 47 % had positive expression for VEGF, COX-2, Herb2-Neu and
p53. This group presented significant differences in relation to the group with negative expression, with a
mean survival time of 175 and 850 days respectively. (p=0.009) The 100 % presented negative expression
for ER and PR. The 57 % of the simple carcinomas and 100 % of mixed carcinomas presented positive
expression for VEGF, COX-2, Herb2-Neu and p53, with lymph node involvement and metastases. The 100
% of the anaplastic carcinomas showed positive expression for VEGF, Herb2-Neu and p53 and negative
for COX-2, with lymph node involvement and metastases. Although markers study make it possible to
evaluate the risk of metastases, more studies involving a greater number of patients are required to
validate or not these findings. The work objective was to investigate the VEGF and COX-2 expression in
canine mammary cancer and its association to other marker and metastases risk.

Key words: (vascular endothelial growth factor), (cyclooxygenase-2), (canine mammary cancer),

(immunohistochemistry)

INTRODUCCION

La angiogénesis es un proceso esencial en
el tumor primario para crecer e invadir estructuras
adyacentes. El grado de densidad microvascu-
lar intratumoral refleja la actividad angiogénica
generada por las células neoplésicas y el es-
troma®. El aumento de la angiogénesis esta
asociado a un diagnéstico desfavorable en enfer-
medades neoplasicas. El proceso esta controlado
por factores angiogénicos y angioestaticos que in-
fluyen en la proliferacidn, diferenciacion y organi-
zacion de células endoteliales®®,

La enzima ciclooxigenasa (COX), contro-
la la sintesis de prostaglandinas (PGs) a partir del
acido araquiddnico. Se reconocen tres isoformas
de esta enzima COX-1, COX-2 y COX-3. Esta ultima
deriva del gen que codifica la COX-1 pero es estruc-
tural y funcionalmente diferente. Ambas, COX-1 y
COX-3, son constitutivas mientras que la COX-2 es
inducible!'*, Muchos tumores sobreexpresan COX-2,
mientras que esto no sucede en los tejidos normales
de los cuales proceden3'. Puede ser inducida por
hipoxia, factores de crecimiento, estimulos inflam-
atorios y varios oncogenes como el proto-oncogén
Herb2-Neu?*>. En pacientes humanos los estudios
indican que la expresion de COX-2 es inapreciable
en tejido mamario normal pero aumenta en esta-
dios pre-malignos, en carcinomas ductales, en car-
cinomas invasivos y en lesiones metastasicas**'.
También se ha observado que la sobreexpresién

de COX-2 tiene lugar preferentemente en los casos
que presentan sobreexpresion del proto-oncogén
Herb2-Neu, lo cual se deberia a la activacion de
ciertas quinasas y vias metabdlicas que estimulan
la transcripcién de COX-221%, Aproximadamente de
un 20 a un 30% de los canceres de mama en hu-
manos tienen amplificado y/o sobreexpresado el
proto-oncogén Herb2-Neu'®. Este se asocia a in-
crementos en las tasas de proliferacion, comporta-
mientos mas agresivos, independencia hormonal
y en algunos estudios, aumento de la resistencia
a determinados agentes quimioterapicos***, En
caninos su expresion en cancer de mama fue cor-
relacionada con un elevado indice mitético lo que
lleva a una rapida progresion y mal prondstico con
pobre respuesta a la quimioterapia'*. También se
ha demostrado que juega un importante papel en
la carcinogénesis de la glandula mamaria canina®.
La COX-2 produce el aumento de la capaci-
dad invasora de un tumor mediante el incremento
de la actividad de las metaloproteinas (MMP)4, que
son enzimas responsables de la degradacion de la
matriz de colageno®!*!>, Estimula la angiogénesis, a
través de la produccion excesiva del VEGF por parte
de las células tumorales, fenémeno fundamental para
el crecimiento de una neoplasia y el desarrollo de
metastasis”!*!. El VEGF es considerado el mitégeno
mas potente para células endoteliales. Su patrén de
expresion citoplasmatico se incrementa en relaciéon a
la agresividad tumoral”!*'?, El proto-oncogén Herb2-
Neu también es capaz de estimular la expresion del
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VEGF y mientras que el gen supresor p53 disminuye
la transcripcion génica del VEGF inhibiendo el crec-
imiento neoplasico, la proteina p53 mutada tiene dis-
minuida su capacidad de regular la transcripcién del
VEGE dando lugar a que las células tumorales respon-
dan menos a los agentes antiangiogénicos'*’.

Las PGs derivadas de la COX-2 especialmente
la prostaglandina E2 (PGE2) induce la sintesis y secre-
cién de VEGF por parte de fibroblastos y macréfagos,
y a su vez, el VEGF tiene la capacidad de inducir la ex-
presion de COX-2 en las células endoteliales humanas,
con lo que constituyen un bucle de sefializaciéon mo-
lecular de importancia capital para la angiogéne-
sis”®15, También afectan el sistema inmune por dis-
minucién en la proliferaciéon de las células Ty By enla
produccién de algunas citoquinas, entorpeciendo de
esta manera los procesos de presentacién antigénica
y por tanto, favoreciendo el desarrollo de la neopla-
sia'®. Las PGs estimulan la actividad de la aromatasa
aumentando la produccién local de estrogenos®’.

En pacientes humanos las altas concentraciones de
PGE2, si bien inducen al aumento local de estrégenos,
se han asociado ala pérdida de RE y RP y a un elevado
riesgo de padecer metastasis®.

El objetivo del presente trabajo fue investi-
gar la expresion del VEGF y de COX-2 para establecer
su relacion con otros marcadores y para evaluar el
riesgo de metastasis en cancer mamario canino.

MATERIALES Y METODOS
Muestras

Se trabajé con 17 muestras histopatoldgi-
cas pertenecientes a pacientes caninos con neo-
plasias mamarias malignas provenientes del Ser-
vicio de Oncologia General de la Facultad de Cien-
cias Veterinarias, Universidad de Buenos Aires. La
edad, raza, estado ginecoldgico y estadificacion
clinica®® de las pacientes se detallan en la Tabla 1.

Tabla 1. Edad, raza, estado ginecoldgico y estadificacion clinica de las pacientes.

*Castradas después de los 4 afios de edad.

paciente | BOad | | Bemdoghecligco | Estadicacio
1 8 Dachshund No 5
2 13 Cocker Spaniel Si 4
3 8 Mastin Napolitano No 5
4 6 Labrador Retriever No 5
5 14 Pequinés No 4
6 11 Mestizo No 3
7 10 Ovejero Aleman No 5
8 14 Caniche No 3
9 Ovejero Aleman No 3
10 7 Caniche No 4
11 11 Mestizo Si 3
12 15 Setter Irlandés No 5
13 12 Mestizo Si 5
14 7 Cocker Spaniel No 5
15 12 Mestizo No 5
16 13 Mestizo Si 5
17 12 Mestizo No 5

**Estadio clinico 1: T1 NO MO. Estadio clinico 2: T2 NO M0. Estadio clinico 3: T3 NO MO. Estadio clinico 4: cualquier T

con N1 y MO. Estadio clinico 5: cualquier T con N1y M1%3,

T: tumor primario. T1: < 3 cm de didmetro maximo. T2: 3 a 5 cm de diametro. T3: > 5 cm de diametro?3.

N: linfonodos regionales. NO: sin metastasis histolégica ni citolégica. N1: con metastasis histolégica o citologica®.

M: metastasis a distancia. M0O: sin metastasis a distancia. M1: con metastasis a distancia®3.
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Histopatologia

Las muestras de tejido mamario fueron
fijadas en formalina bufferada al 10 % y procesa-
das por el método histoldgico convencional. Pos-
teriormente los cortes de 5um, se tifieron con He-
matoxilina-Eosina.

Inmunohistoquimica
Anticuerpos monoclonales utilizados

Anticuerpo monoclonal de ratén anti-VE-
GF (clon C-1), Santa Cruz, Biotechnology, CA, USA.

Anticuerpo monoclonal de ratén anti-COX-2
(clon 29), Santa Cruz, Biotechnology, CA, USA.

Anticuerpo monoclonal de ratén anti-p53
(clon EP9), Cell Marque, Rockling, CA, USA.

Anticuerpo monoclonal de conejo anti-RE
(clon SP1), Cell Marque, Rockling, CA, USA.

Anticuerpo monoclonal de conejo anti-RP
(clon Y85), Cell Marque, Rockling, CA, USA.

Anticuerpo monoclonal de ratén anti-
-Herb2-Neu (clon CB-11), Cell Marque, Rockling,
CA, USA.

Procesamiento de las muestras

Para la detecciéon de RE, RP, Herb2-Neu y
p53 las secciones de tejido fueron desparafinadas
y rehidratadas. Para la recuperacion antigénica se
utilizd la técnica de recuperacion de epitopes indu-
cida por calor (HIER) utilizando el reactivo Trilo-
gy (Cell Marque) lo que permiti6 el desparafinado,
rehidratacion y recuperacidon antigénica en forma
simultanea. Luego los portaobjetos se lavaron con
agua destilada y se incubaron con el anticuerpo pri-

la

mario correspondiente (Cell Marque, Rockling, CA,
USA) en una dilucién 1:100 durante 1 hora a tem-
peratura ambiente y se lavaron con Tris-solucién
salina bufferada (TBS). El anticuerpo secundario
correspondiente (Cell Marque, Rockling, CA, USA)
se aplicé durante 10 minutos y luego los portaob-
jetos se lavaron nuevamente con TBS. El color fue
desarrollado a los 5 minutos de incubacién con el
cromégeno. Por ultimo, las muestras fueron deshi-
dratadas y cubiertas con un cubreobjetos.

Para la deteccién del VEGF y de COX-2
las secciones de tejido fueron desparafinadas y
rehidratadas. Se realizo la técnica HIER utilizando
tampon de citrato de sodio 10 mM a pH 6.0 y a 95
°C durante 5 minutos. Posteriormente se lavaron
con agua desionizada. Luego se incubaron con el
anticuerpo primario correspondiente (Santa Cruz,
Biotechnology, CA, USA) en una dilucién 1:100 du-
rante 1 hora a temperatura ambiente y se lavaron
con TBS. El anticuerpo secundario correspondiente
(Santa Cruz, Biotechnology, CA, USA) se aplicé du-
rante 10 minutos y luego fue lavado con TBS. El co-
lor fue desarrollado a los 5 minutos de incubacién
con el cromdégeno. Por tltimo, las muestras fueron
deshidratadas y cubiertas con un cubreobjetos.

Para el control negativo se sustituyd el an-
ticuerpo primario y como control positivo se utili-
z06 una muestra con reactividad conocida frente al
anticuerpo primario.

Evaluacién de la inmunomarcacion

Las muestras fueron evaluadas a bajo au-
mento (10x) y luego a mayor aumento (40x). Para
el VEGF (Figura 1a y b) se establecieron grupos a
partir del porcentaje de células marcadas. La inter-
pretacion de los resultados se detalla en la Tabla 2.

1b

Figura 1a (10x) 1b(40x). Tejido neoplasico mamario maligno con expresién positiva para la tincién inmunohisto-

quimica de VEGE.
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Tabla 2. Patrdn de tincién para VEGE.

Escala Interpretacion

Negativo: - 0-24% de células marcadas
Negativo: - 25-49% de células marcadas
Positivo: + 50-74% de células marcadas
Positivo: ++ 275% de células marcadas

Para la COX-2 (Figura 2a y b) se valoro
la intensidad de la tincién citopldsmica y se es-
tablecieron los grupos 0: ausencia de tincion,
1: débil tincién, 2: moderada tincién y 3: fuerte
tincion. Luego se estim6 el porcentaje de células
positivas para cada intensidad en 10 campos de
gran aumento y ese porcentaje se multiplicé por

2a

la intensidad de tincién. La interpretacion de los
resultados se detalla en la Tabla 3.

Para RE, RP, p53 y Herb2-Neu (Foto 3ay
b) se calculé el porcentaje de células con expre-
sién positiva sobre un total de 3000 células. La
interpretacion de los resultados se detalla en las
Tablas 4,5y 6.

1b

Figura 2a(20x) 2b(40x). Tejido neoplasico mamario maligno con expresién positiva para la tincién inmunobhis-

toquimica de COX-2.

Tabla 3. Patrdn de tincién para COX-2.

Escala Interpretacion
Negativo : - Intensidad de tincion x % de células tefiidas = 0-100
Positivo : + Intensidad de tincion x % de células teitiidas = 101-200

Positivo : ++

Intensidad de tincidén x % de células tenidas = 201-300
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3a

3b

Figura 3a(10x) 3b(40x). Tejido neoplasico mamario maligno con expresion positiva para la tincién

inmunohistoquimica de Herb2-Neu.

Tabla 4. Patrdn de tincién para receptores hormonales RE y RP.

Escala Interpretacion
Negativo: - 0-10% de células marcadas
Positivo : + 11-29% de células marcadas

Positivo: ++

>30% de células marcadas

Tabla 5. Patron de tincion para p53.

Escala Interpretacion
Negativo : - 0-10% de células marcadas
Positivo : + 11-29% de células marcadas

Positivo : ++

>30% de células marcadas

Tabla 6. Patrdon de tincién para Herb2-Neu.

Escala Interpretacion

Negativo : - 0-29% de células marcadas | (tincién en membrana)

Negativo : - >30% de células marcadas (tincién levemente perceptible en parte)
de lamembrana celular)

Positivo : + >30% de células marcadas | (tincion leve/moderadaen la
membrana completa)

Positivo: ++ >30% de células marcadas | (tincion intensaenla membrana
completa)

Analisis estadistico

Se realizé un analisis descriptivo de la si-
tuacién con medidas de posicién y con el estudio
de las frecuencias de distribucién de los marcado-
res oncologicos determinados por inmunohisto-
quimica. Para evaluar sobrevida global de los gru-
pos con expresidn positiva y negativa de los marca-

dores oncologicos se empled el método estadistico
de andlisis de supervivencia de Kaplan Meier. La
comparacion entre ellos se realizé mediante el Test
de Log-Rank y Cox-Mantel, considerandose signifi-
cativos los p menores o iguales a 0,05. Se analizé
la correlacién entre los resultados obtenidos de la
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marcacion del VEGF y de COX-2 con la marcacion
del gen mutante p53 y la sobreexpresion de Herb2-
Neu y la correlacién entre la sobrevida global y la
expresiéon de los marcadores oncolégicos, utili-
zando el coeficiente de correlacién de Spearman
(Rho). Valores de Rho positivos (+) o negativos (-)
indicaron el sentido de la correlacion. Rho (0,9 a
0,99) correlacion muy alta (+/-), Rho (0,7 a 0,89)
correlacién alta (+/-), Rho (0,4 a 0,69) correlacién
moderada (+/-) y Rho (0,2 a 0,39) correlacion baja
(+/-). Se consideraron significativos los p menores
o iguales a 0,05. Se determin¢ la prevalencia de los
distintos tipos histologicos de las neoplasias ma-
marias malignas halladas (carcinoma complejo,
carcinoma simple, carcinoma mixto y carcinoma
anaplasico)®. Se realiz6 el estudio de las frecuen-
cias de distribucion de los marcadores oncolégicos
en los distintos tipos histologicos?®.

RESULTADOS

Del total (n=17) de muestras histopato-
légicas pertenecientes a pacientes con neopla-
sias mamarias malignas el 64,7 % (n=11/17)
presentaron expresion positiva para el VEGF, el
47 % (n=8/17) para COX-2, el 64,7 % (n=11/17)
para Herb2-Neu y el 76,5 % (n=13/17) para
p53. El1 100 % (n=17/17) presentaron expre-
sién negativa para RE y RP. La expresion del
VEGF, de COX-2, de Herb2-Neu, de p53 y la so-
brevida global de los pacientes se detallan en
la Tabla 7. EI grupo de pacientes con expresion
positiva para el VEGF, COX-2, Herb2-Neu y p53
present6 diferencias significativas en relacién al
grupo con expresion negativa, con una mediana
de supervivencia de 175 y 850 dias respectiva-
mente. (p=0,009)

Tabla 7. Expresion de VEGF, COX-2, Herb2-Neu, p53 y sobrevida global de los pacientes.

Paciente VEGF COX Herb2-Neu 64,7% p5376,5% Sobrevida
64,7% (n=11/17) |-247% (n=8/17) (n=11/17) (n=13/17) Global (dias)

1 + ++ + ++ 177*
2 - - - 128
3 ++ ++ + ++ 93

4 + + + ++ 171*
5 + - - + 169*
6 . - b - 281
7 + + + ++ 185*
8 - - + + 185
9 - - 219
10 - - - 850*
11 - - - - 940*
12 + + ++ ++ 143*
13 ++ ++ ++ ++ 118*
14 + + + + 215*
15 + ++ ++ ++ 190*
16 ++ ++ + 70

17 ++ - + ++ 95

*Pacientes fallecidas al momento del estudio.

El tipo y grado histoldgico* de las neo-
plasias mamarias malignas y su frecuencia se
detallan en la Tabla 8. El 57 % (n=4/7) de los
carcinomas simples y el 100 % (n=4/4) de los
carcinomas mixtos presentaron expresion posi-
tiva para el VEGE, COX-2, Herb2-Neu y p53 con
compromiso de linfonodos y metastasis mien-

tras que el 100 % (n=2/2) de los carcinomas
anaplasicos presentaron expresion positiva para
el VEGF, Herb2-Neu y p53 y negativa para COX-2,
con compromiso de linfonodos y metastasis. Los
pacientes con carcinoma anaplasico recidivaron
desarrollando caracteristicas clinicas de carcino-
ma inflamatorio mamario.
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Tabla 8. Tipo, grado histolégico y frecuencia de las neoplasias mamarias malignas.

Neoplasia mamaria
Paciente Tipo histoldgico Grado* Frecuencia (%)
(OMS-2010)
1 Carcinoma Simple I
2 Carcinoma Simple I
3 Carcinoma Simple A
4 Carcinoma Simple B 41,2%
(n=7/17)
5 Carcinoma Simple I
6 Carcinoma Simple B
7 Carcinoma Simple A
8 Carcinoma complejo B
9 Carcinoma complejo B 23,5%
10 Carcinoma complejo I (n=4/17)
11 Carcinoma complejo [
12 Carcinoma mixto A
13 Carcinoma mixto I 23,5%
14 Carcinoma mixto A (n=4/17)
15 Carcinoma mixto I
16 Carcinoma A
anaplasico 11,8%
17 Carcinoma I (n=2/17)
anaplasico

*Grado B: bajo (bien diferenciado). Grado I: intermedio (moderadamente diferenciado). Grado A: alto

(pobremente diferenciado)*.

Se observo una correlacion positiva alta/
moderada entre los resultados obtenidos de eva-
luar la expresion del VEGF y de COX-2 con la ex-
presion del p53 (Rho=0.73 p=<0,0013 y Rho=0.76
p=<0,0005 respectivamente) y con la sobreex-
presiéon de Herb2-Neu (Rho=0.71 p=<0,0018 y
Rho=0.63 p=<0,007 respectivamente). Se obser-
v6 una correlacion negativa alta entre la sobre-
vida global y la expresién del VEGF (Rho=-0.77
p=<0,0004), una correlaciéon negativa moderada
entre la sobrevida global y la expresion del p53
(Rho=-0.50 p=<0,041) y la sobreexpresion de
Herb2-Neu (Rho=-0.53 p=<0,030). Se observé una
correlacion negativa baja entre la sobrevida global
y la expresion de la COX-2 (Rho=-0.22 p=<0,37).

CONCLUSIONES

En concordancia con la bibliografia consul-
tada, la expresion positiva de VEGF, COX-2, Herb2-
Neu y p53 se asoci6 a la pérdida de receptores RE y
RP, corta sobrevida global, rapido crecimiento y pro-
gresion tumoral, con alta posibilidad de metastasis y
recidiva del tumor lo cual se observo en el 57 % de
los carcinomas simples y en el 100 % de los carcino-
mas mixtos positivos a la expresion de VEGF, COX-2,
Herb2-Neu y p53 y en el 100 % de los carcinomas
anaplasicos positivos a la expresion de VEGF, Herb2-
Neu y p53%%°. Mientras el proto-oncogén Herb2-Neu
se asocié a un comportamiento mas agresivo con
incremento en las tasas de proliferacion e indepen-
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dencia hormonal, la COX-2 contribuydé ain mas al
desarrollo de metastasis gracias a su habilidad para
regular la angiogénesis, favoreciendo el aporte san-
guineo necesario para la diseminacién de las células
neoplasicas, lo cual se observd en los carcinomas
simples y en los carcinomas mixtos, pero también en
los carcinomas anaplasicos positivos a la expresion
de VEGF, Herb2-Neu y p53 aunque negativos a la ex-
presion de COX-227%5, Los autores consultados sefia-
lan que altos niveles de COX-2 se asocian al fenotipo
inflamatorio pero esto no fue observado en los 2 pa-
cientes con carcinoma anaplasico que desarrollaron
ese comportamiento clinico en el post-quirtrgico'.
Se requiere de mas estudios que involucren un ma-
yor nimero de pacientes que validen o no dichos ha-
llazgos y permitan su justificacion.

Se observé una correlacién positiva entre
la expresion del VEGF y de COX-2 con la marcacién
del gen mutante p53 y la sobreexpresion de Herb2-
Neu considerando que la expresion del VEGF y de
COX-2 puede ser inducida por el proto-oncogén
Herb2-Neu y que el 58,8 % de los pacientes con
neoplasias mamarias malignas presentaron am-
plificado y/o sobreexpresado el proto-oncogén
Herb2-Neu en un porcentaje mayor que el reporta-
do por la bibliografia consultada'***, Por otro lado,
si bien el gen supresor p53 disminuye la transcrip-
cién génica del VEGF inhibiendo el crecimiento
neoplasico, la proteina p53 mutada tiene dismi-
nuida su capacidad de regular la transcripcion del
VEGE dando lugar a que las células neoplasicas res-
pondan menos a los agentes antiangiogénicos”*®.
Ademas la PGE2 derivada de la COX-2 también in-
duce la sintesis y secrecion del VEGF por parte de
fibroblastos y macréfagos, y a su vez, el VEGF tiene
la capacidad de inducir la expresion de COX-2 en las
células endoteliales humanas. Este bucle de sefali-
zacion molecular es de importancia capital para la
angiogénesis’®#15,

También, acorde alo reportado en pacien-
tes humanos y en caninos, se observd la pérdida
de RE y RP7?. Si bien las altas concentraciones de
la PGE2 inducen al aumento local de estrogenos,
esto esta asociado a la pérdida de REy RP y a un
elevado riesgo de padecer metastasis®”®,

El estudio de estos marcadores permite
evaluar el riesgo de metastasis y mejora la predic-
cion del tiempo de sobrevida libre de enfermedad.
No obstante se requiere de mas estudios que invo-
lucren un mayor nimero de pacientes que validen
dichos hallazgos.
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