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RESUMEN

El cdncer es una patologia cuya relevancia va en aumento, que ha supuesto la publicacidn de
multiples estudios sobre los mecanismos y biomarcadores implicados, con el objetivo de mejorar
las estrategias diagndsticas y terapéuticas tanto en humanos como en pequeios animales. La
posible participacidn de la ciclooxigenasa-2 en la carcinogénesis no es una hipétesis reciente pero
va cobrando mas importancia segln avanza la investigacion. Actualmente, abundan los estudios
gue valoran la expresidn de esta proteina en neoplasias de perros y gatos y aunque los resultados
son variables parece razonable concluir que esta ciclooxigenasa se expresa en distintos tipos de
cancer. Los antiinflamatorios no esteroideos inhiben las ciclooxigenasas por lo que se espera que
sean efectivos en aquellas neoplasias que las expresan y asi lo han confirmado algunos estudios
clinicos. Sin embargo, dichos estudios no estan exentos de sesgos y limitaciones por lo que seria

apropiado que continue la investigacidn en este campo.

ABSTRACT

Cancer is a pathology of increasing relevance that has led to the publication of multiple studies
on the mechanisms and biomarkers involved, aiming to improve diagnostic and therapeutic
strategies in both humans and small animals. The possible participation of cyclooxygenase-2 in
carcinogenesis is not a recent hypothesis but is gaining importance as research progresses. There
are now many studies assessing the expression of this protein in neoplasms in dogs and cats and
although the results are variable, it seems reasonable to conclude that this cyclooxygenase is
expressed in different types of cancer. Nonsteroidal anti-inflammatory drugs inhibit
cyclooxygenases and are therefore expected to be effective in neoplasms expressing this protein,
which has been confirmed in clinical studies. However, such studies are not exempt of biases and

limitations so further research in this field is required.



1.

Introduccidn

La historia de los antiinflamatorios no esteroideos (AINEs) y sus propiedades terapéuticas tan
conocidas hoy en dia comienza con el dcido acetilsalicilico, un compuesto presente en la corteza
del sauce blanco que en el 1983 Bayer empezd a producir (Dubois et al., 1998). Las indicaciones
mas frecuentes de esta familia de farmacos se basan en sus acciones antiinflamatorias,
antipiréticas y analgésicas aunque en los ultimos afios se ha extendido a otros campos como la
oncologia. A pesar de su amplio uso, los AINEs no estan exentos de efectos adversos,
principalmente a nivel gastrointestinal, renal y hepatico. En pequefios animales no esta tan
acotada la incidencia real de estos efectos e incluso podria estar subestimada y no puede
establecerse un paralelismo estricto con los observados en la especie humana ya que su
metabolismo, su absorcidn y recirculacidn enterohepatica son diferentes y pueden presentar
diferencias significativas. En un intento de evitar dichos efectos se han desarrollado nuevos
farmacos mas seguros como los COXIBs, que se pueden administrar a largo plazo con mayor

indice de seguridad (Bergh y Budsberg, 2005).

La prevalencia de neoplasias en pequefios animales parece ir en aumento en los Ultimos afios,
de forma semejante a lo observado en la especie humana y asociado probablemente a una
mayor esperanza de vida, que supone una mayor exposicion a agentes carcinogénicos. Ademas,
el cancer es una de las principales causas de muerte tanto en humanos como en perros y gatos.
En perros mayores de 10 afios las neoplasias producen aproximadamente un 45% de muertes y
en gatos un 32% (Bronson, 1982). El prondstico de estas patologias esta muy influido por la
precocidad del diagndstico lo cual permite aplicar tratamientos efectivos que mejoren la calidad
de vida, y si es posible alarguen el tiempo de supervivencia del animal sometido a terapia. En
este sentido, se han abierto muchas lineas de investigacion que tratan de identificar los
mecanismos implicados en la carcinogénesis y determinar la utilidad de diversos biomarcadores
que pudieran resultar relevantes, uno de ellos es la ciclooxigenasa-2. Los estudios clinicos y
epidemioldgicos en humanos en relacidon a la COX-2 y su papel en el cancer empezaron hace
aproximadamente 20 afios y hoy en dia siguen siendo transcendentes (Szweda et al., 2020). Sin

embargo, en medicina veterinaria las publicaciones sobre este tema no son tan abundantes.

La relacidn de la COX-2 con la progresion tumoral sugiere que el tratamiento del cancer con
AINEs podria ser opcidn una para aumentar el tiempo de supervivencia y mejorar la calidad de
vida de los pacientes. El descubrimiento inicial de la asociacidon de los AINEs a una menor
incidencia de cancer de colon fue esperanzador en su dia y cada vez la investigacidn sobre este

tema progresa mas, actualmente hay un numero de publicaciones nada desdefiable que



estudian la posible implicacién de la COX-2 en la carcinogénesis y su presencia en las neoplasias

(Nardi et al., 2011).

2. Justificacion y objetivos

Antes del afo 2000 ya existia evidencia en medicina humana de que el uso continuado de
aspirina reducia las muertes producidas por cancer de colon, y no tardé en hipotetizarse el
vinculo entre este AINE inespecifico y las ciclooxigenasas a las que inhiben. Los estudios en
pequefios animales llegaron mas tarde tratando de observar si estos farmacos también

resultaban utiles en el tratamiento del cancer en especies de interés veterinario.

Por una parte, este trabajo pretende revisar los mecanismos por los que las ciclooxigenasas y
sus metabolitos se han asociado a la carcinogénesis, asi como conocer los resultados y
conclusiones de los estudios que analizan la expresidn de ciclooxigenasas y prostanoides en una

variedad de neoplasias en pequefios animales, en este caso perros y gatos.

Por otra parte, se busca revisar y reunir los resultados de los estudios sobre el tratamiento de

neoplasias en estas especies con AINEs y sus implicaciones.

3. Metodologia

Se ha realizado una revision bibliografica partiendo de las publicaciones procedentes de distintas
bases de datos. Inicialmente se ha llevado a cabo una busqueda en PubMed empleando términos
como “cyclooxygenase”, "neoplasia”, '"cancer", COX-2", "carcinogenesis", "NSAID",
"tumorigenesis" y "therapy". Una vez se han obtenido la mayoria de los articulos relevantes, se
procede a efectuar una segunda busqueda en Web of Science, ScienceDirect y en el Catédlogo
Roble de la Biblioteca de la Universidad de Zaragoza con el fin de acceder a estudios no hallados
previamente o bien para comprobar si hay mas publicaciones en estas bases de datos. También
se buscan términos mas especificos como los diferentes tipos de neoplasias (“transitional cell

n u

carcinoma, “prostatic carcinoma”, “mammary tumour”, etc) y la especie (“canine”, “feline”).

Los resultados se ordenan por fecha de publicacién y los que se utilizan en esta revisién son por

lo general posteriores al 2000, con alguna excepcién puntual.

4. Resultados y discusion

4.1. Generalidades sobre ciclooxigenasas y AINES



Los prostanoides son un conjunto de sustancias derivadas de acidos grasos eicosanoides que
incluyen las prostaglandinas, prostaciclinas y tromboxanos. Actlan como mediadores en
procesos fisioldgicos y patoldgicos interaccionando con receptores de la superficie de las células

diana (Patrignani et al., 2005).

Se forman a partir del acido araquiddnico, un dacido graso insaturado localizado en las
membranas lipidicas celulares, cuyo metabolismo requiere su liberacidn previa mediante
fosfolipasas. Una vez liberado puede metabolizarse por ciclooxigenasas, lipoxigenasas,

citocromo P-450 o por vias no enzimaticas (Williams et al., 1999).

Inicialmente el acido araquiddnico se convierte en prostaglandina G2 y esta se reduce para
formar la prostaglandina H2. La PGH2 es la precursora de diferentes compuestos activos
bioldgicamente: prostaglandina D2 (PGD2), prostaglandina E2 (PGE2), prostaglandina F2 alfa
(PGF2a), prostaciclina (PGI2) y tromboxano A2 (TxA2) (Evans y Kargman, 2004). Nos

centraremos en el paso de acido araquiddnico a PGG2 y PGH2 por la via de las ciclooxigenasas.

Existen dos ciclooxigenasas, las isoformas COX-1 y la COX-2, con una homologia estructural
elevada pero cuya expresion se regula de forma diferente. Se considera que la COX-1 es una
isoforma constitutiva y la COX-2 una isoforma inducible (Jones y Budsberg, 2000). Ambas
ciclooxigenasas emplean los mismos sustratos, producen los mismos productos y catalizan la

misma reaccion por el mismo mecanismo (Zha et al., 2004).

La COX-1 esta presente de forma basal en multiples tejidos como los que forman el estdmago,
rifiones, tracto reproductivo femenino, plaquetas, pulmones, intestino delgado, ciego y colon
(Jones y Budsberg, 2000). La COX-1 genera prostaglandinas de la serie E, prostaciclina y
tromboxanos, sustancias asociadas a procesos fisiolégicos como la agregacién plaquetaria o la
integridad de las mucosas (Flory y LeBlanc, 2005). La COX-2 solo se expresa constitutivamente
en el sistema nervioso central, riflones y vesiculas seminales de algunas especies (Jones y
Budsberg, 2000). En el resto de los tejidos no se detecta o lo hace de forma muy minoritaria,

concluyendo que su expresion se induce como respuesta a distintos estimulos.

Los estimulos que promueven la expresion de COX-2 son, entre otros, citoquinas
proinflamatorias, carcinégenos y oncogenes como por ejemplo factores de crecimiento vy
algunas interleucinas (Flory y LeBlanc, 2005). Ademas, células como monocitos, macréfagos,
condrocitos, células musculares lisas, fibroblastos y células endoteliales expresan COX-2 como
respuesta a estimulos mitogénicos (Jones y Budsberg, 2000). Por el contrario, las citoquinas IL-

10, IL-13 y la IL-4 han demostrado suprimir la expresién de COX-2 (Niiro et al., 1998).



La PGE2 es la prostaglandina mas abundante en el organismo y también sobre la que mas se ha
estudiado en relacidn con las neoplasias. Una vez formada se difunde y se une a receptores de
membrana acoplados a proteinas G que se denominan EP1, EP2, EP3 y EP4. Cada uno ejerce
diferentes efectos, incluso opuestos en algunos casos, y activa diferentes vias celulares (Breyer
et al., 2001; Schneider y Pozzi, 2011). Al parecer se ha detectado un aumento del receptor EP4
en algunas neoplasias, asociandose a la proliferacién celular, migracion, invasion y metdstasis a
través de la activacidon de vias de sefalizacion como el ERK (quinasa regulada por sefiales
extracelulares), cAMP (adenosin monofosfato ciclico) /PKA (proteina quinasa A), PI3K
(fosfatidilinositol3-kinasa) /AKT (proteina kinasa B), and NF-kB (Ching, Reader y Fulton, 2020).
Algunas prostaglandinas como la PGE2 pueden activar de forma indirecta los PPARs (Receptores

activados por proliferadores peroxisémicos) (Wang et al., 2005).

Los AINEs poseen la capacidad de inhibir ambas ciclooxigenasas, aunque la proporcion de
inhibicidon de una u otra isoforma varia en funcidn del farmaco estudiado. De esta forma, son
capaces de disminuir las reacciones que generan las prostaglandinas y otros metabolitos que

contribuyen a la inflamacién y el dolor (Bacchi et al., 2012).

Hay diferentes clasificaciones de los AINES, entre otras, segun su selectividad sobre las
ciclooxigenasas. Los AINES pueden ser (a) no selectivos e inhibir por completo COX-1 y COX-2
(ibuprofeno), (b) selectivos e inhibir ambas pero con preferencia por la COX-2 (meloxicam), o (c)
COXIBs e inhibir intensamente COX-2 y solo ligeramente COX-1 (rofecoxib) o inhibir ligeramente

ambas (salicilato sédico) (Bacchi et al., 2012).

4.2, Relacidn de las ciclooxigenasas con las neoplasias

En base a evidencias obtenidas en experimentos con animales, genética molecular y pruebas
epidemioldgicas se ha demostrado que la COX-2 estd implicada en el cancer de colon en
humanos (Prescott y Fitzpatrick, 2000). El primer indicio de la posible implicacion de la COX-2 en
el cancer fue que el tratamiento con AINEs en pacientes con poliposis intestinal multiple
resultaba en una reduccidon del nimero de adenomas (Waddell y Loughry, 1983). En los
resultados obtenidos del experimento con ratones APC, un modelo de la poliposis adenomatosa
familiar humana, se observé que en animales knock-out para el gen de COX-2 (Ptgs2) y en
animales tratados con inhibidores selectivos de COX-2 los pdlipos eran menores en nimero y
tamafio (Oshima et al., 1996). En estudios de tipo epidemioldgico como el de Thun, Namboodiri
y Heath (1991), se observé que el uso regular a dosis bajas de aspirina podia reducir la

mortalidad por cancer de colon. La COX-2 apenas esta presente en los tejidos de forma



fisioldgica, sin embargo se ha detectado una elevada expresiéon de COX-2 en algunas neoplasias
en humanos como cancer de prdstata, vejiga, mama, piel, pulmén, eséfago, pancreas, cuello y

cabeza (Hayes, 2007).

Se considera que los efectos carcindgenos de la COX-2 estan mayoritariamente relacionados con
las PGE2 ya que se han detectado niveles elevados de esta prostaglandina en carcinomas y
adenomas colorrectales humanos, entre otros (Greenhough et al., 2009). El estudio realizado
por Wang et al., (2005) muestra que la PGE2 amplifica la expresién de COX-2, dandose un ciclo
de realimentacion positiva, pudiendo explicar por qué la ciclooxigenasa esta aumentada en las
neoplasias. Las prostaglandinas, especialmente la PGE2, pueden ejercer efectos pleiotrdpicos
contribuyendo a la apoptosis, proliferacion, supervivencia, angiogénesis, migracion e invasion,

evasion del sistema inmune ( Greenhough et al., 2009; Goradel et al., 2019;).

La COX-2 se ha asociado con la inflamacién crénica y la posibilidad de que su sobreexpresion
promueva la transformacion de la inflamacién en neoplasia se ha estudiado desde hace décadas

(Williams et al., 1999).

4.2.1. Apoptosis

El crecimiento tumoral requiere de una intensa proliferacién celular pero también depende de
conseguir la supervivencia de las células alteradas lo cual implica una inhibicidn de la apoptosis
(Cathcart et al., 2011). El proceso de muerte celular programada parece verse disminuido por la
expresion de COX-2, lo que facilita la supervivencia de células que van acumulando cambios
genéticos, favoreciendo asi la carcinogénesis (Hayes, 2007). Se ha propuesto que la
desregulacion de la proliferaciéon celular junto a la resistencia a la apoptosis son procesos
necesarios y suficientes para el crecimiento de tumores y su malignidad (Green y Evan, 2002;
Greenhough et al., 2009). La mayoria de los mecanismos que implican la evasion de la apoptosis
se relacionan con la via intrinseca. Esta depende de la proporcién entre proteinas de la familia
BCL-2 proapoptoticas y antiapoptéticas, que determinan el umbral a partir del que se activa la

cascada de caspasas que conduce a la apoptosis (Danial y Korsmeyer, 2004).

En los ultimos afios se ha establecido una relacién importante entre la recepcién de sefiales
extracelulares y la activacion de vias que suprimen la apoptosis intrinseca, como la de PI3K/AKT
y la de MAPK (proteinas quinasas activadas por mitdgeno) /ERK. Es probable que este sea el
mecanismo por el que COX-2/PGE2 regula la muerte celular, mediante la participacion de vias
de sefalizacidn como las mencionadas. Para que esto suceda previamente la PGE2 debe haber

activado uno o mas de sus receptores EP en la superficie celular (Greenhough et al., 2009).



Se han identificado otras vias de sefializacién que promueven la supervivencia celular y
aumentan la expresion de BCL-2, como la sefializacién de cAMP/PKA y la activacion de la
sefializacion del receptor del factor de crecimiento epidérmico (EGFR) (Greenhough et al., 2009).
Wang et al., (2004) demostrd que los receptores activados por proliferadores peroxisémicos
(PPARS) estan implicados en la supervivencia celular, promoviendo la carcinogénesis en
neoplasias colorrectales mediante la transactivacion de la via PI3K/AKT. Sin embargo, todavia

no esta claro su papel especifico en el desarrollo tumoral (Greenhough et al., 2009).

Pese a no conocerse con exactitud los mecanismos implicados en la inhibicidon de la apoptosis
por mediacién de la COX-2, la evidencia revela que esta enzima podria favorecer la
carcinogénesis. Por ejemplo, hay estudios que indican que la PGE2 fomenta la resistencia de las
células a condiciones ambientales como la hipoxia y posiblemente esté vinculada en la transicion
de adenoma a carcinoma (Greenhough et al., 2009). Asimismo, la COX-2/PGE2 podria disminuir
la sensibilidad de las células tumorales a tratamientos citotéxicos. En estudios como el de
Tessner et al., (2004) se observé que la PGE2 inhibia la apoptosis de un tratamiento de radiacién,

por mediacién del receptor EP2, la fosforilacién de AKT y la inhibicidn de la translocacidn de bax.

4.2.2. Angiogénesis

La angiogénesis consiste en la formacidon de nuevos vasos sanguineos necesarios para el
crecimiento tumoral y la metdstasis. Los factores proangiogénicos liberados por las células
tumorales implican el reclutamiento de células, su proliferaciéon, migracién y formacidon de
tubulos (Cathcart et al., 2011). Generalmente los factores que favorecen la angiogénesis son
producidos por las propias células neoplasicas aunque también pueden proceder del propio
organismo; de origen endocrino, paracrino o autocrino (Sobczynska-Rak, Silmanowicz vy
Polkowska, 2016). Algunos de los factores conocidos son el factor de crecimiento endotelial
vascular (VEGF), el factor de crecimiento derivado de las plaguetas (PDGF) y el factor de
crecimiento de fibroblastos basico (bFGF) (Ghosh et al., 2010). La COX-2 ha demostrado inducir
ciertos factores proangiogénicos como la éxido sintasa inducible, el VEGF, las interleucinas 6y 8

y el TIE2 (Mazhar, Gillmore y Waxman, 2005).

El tromboxano A2, la PGI2 y la PGE2, todos ellos metabolitos de la via de las ciclooxigenasas,
ejercen efectos proangiogénicos mediante la produccién de VEGF, neoformacién y migracion de
vasos, mayor supervivencia de las células endoteliales mediante la expresion de Bcl-2 y la via de
sefializacion AKT, induccién de metaloproteinasas, activacién de la angiogénesis mediada por el

receptor del VEGF y supresion de la produccion de interleucina (Ghosh et al., 2010).



El papel de la PGE2 en la angiogénesis se conoce desde tiempo atrds y varios estudios han
demostrado que puede estimular la formacién de nuevos vasos induciendo de forma indirecta
la liberacién de diferentes factores o bien de forma directa influyendo sobre las células
endoteliales (Finetti et al., 2008; Rizzo, 2011). Asimismo, la PGE2 también es capaz de inducir

IL-6 y haptoglobina, moléculas mediadoras de la angiogénesis y la metdstasis (Fosslien, 2000).

Se ha demostrado que la expresidn de COX-2 en el endotelio esta ligada a un incremento en la
angiogénesis, tanto en modelos animales que sobreexpresan COX-2 (Hull et al., 2017) como en
pacientes con cancer en los que una mayor expresion de COX-2 se asociado con una densidad
mayor de microvasos (Uefuji, Ichikura y Mochizuki, 2000). Ademads, diversos estudios han
sefialado la localizacién conjunta de la COX-2 y factores angiogénicos como el VEGF, el PDGF, el
factor de crecimiento transformante beta (TGF-B) y el bFGF en tinciones inmunohistoquimicas

de diferentes neoplasias (Fosslien, 2001).

4.2.3. Microambiente tumoral

El microambiente tumoral (TME) estd constituido por células no cancerosas y su estroma, a las
que se les atribuye un rol en la carcinogénesis por inducir la sobreexpresién de COX-2 pese a no
ser malignas per se. Los macréfagos tipo 2, los fibroblastos asociados al cancer (CAF) y las células

cancerosas contribuyen a liberar COX-2 al TME (Li, Fan y Houghton, 2007; Goradel et al., 2019).

Los CAF son el componente mayoritario del estroma que rodea las neoplasias. Actian como
soporte para el crecimiento e invasién de células cancerosas y a diferencia de los fibroblastos
normales, se activan continuamente sin volver al fenotipo normal ni sufrir apoptosis (Li et al.,

2007; Shiga et al., 2015).

Krishnamachary et al. (2017) demostraron una relacion positiva entre la expresién de COX-2 vy la
abundancia de CAF en neoplasias primarias y nddulos metastaticos. Por otra parte, se ha
observado que los CAF favorecen la expresion de COX-2 y como consecuencia la sintesis de PGE2
al detectar niveles significativamente mayores de la enzima en cultivos celulares de CAF que en
fibroblastos normales (Zhu, Hua y Lance, 2003). Otros estudios en neoplasias colorrectales no
solo han llegado a esa conclusién sino que ademds han observado que factores proinflamatorios
como la interleucina 1B y el factor de necrosis tumoral alfa (TNF-a) pueden inducir la expresion
de COX-2y el aumento de PGE2 en los CAF. La activacion de la ciclooxigenasa en los CAF generd
una mayor respuesta invasiva y proliferativa que en los fibroblastos normales, se sugirid y
posteriormente confirmé que dicha respuesta estaba principalmente causada por el aumento

de PGE2 (Zhu, Zhu y Lance, 2012; 2013). Como se ha mencionado anteriormente, las células



neopldsicas pueden liberar COX-2 y esto podria contribuir a que los CAF desarrollen un fenotipo
senescente que se ha asociado a la motilidad de estas células, contribuyendo por lo tanto a la

progresion tumoral (Kabir et al., 2016).

Los macréfagos asociados a tumores (TAM) son un componente del microambiente tumoral
muy relevante en la inmunosupresion, pueden clasificarse segun su subtipo como M1 o M2 en
funcién de las sefiales que los activan y las diferentes funciones que ejercen. En general, los TAM
se han vinculado a diferentes etapas de la carcinogénesis, desde la iniciacién hasta la migracion
y metastasis (Qian y Pollard, 2010). Los M2 se asocian a acciones protumorales como la
promocién de la angiogénesis y la supresion de la inmunidad adaptativa (Sica et al., 2006). Estos
macréfagos ejercen una accidn citotdxica y supresora sobre los linfocitos T como consecuencia
de un aumento de PGE2, éxido nitrico, H,0,, especies reactivas de oxigeno y TNF-a (Raposo et
al., 2015). Los TAM expresan COX-2 y esto justifica que se haya observado en algunos estudios
que el uso de AINEs supone la pérdida de las caracteristicas de progresién e invasidon tumoral
propia de los M2 (Nakanishi et al., 2011). Por otra parte pueden promover la progresién del
tumor produciendo citoquinas inmunosupresoras como la IL-10 y prostanoides como la PGE2,
que suprimen las células inmunes. La PGE2 generada por el sistema fagocitico mononuclear esta
implicada en la retroalimentacion negativa de la produccién de linfocinas, de células T y la
citotoxicidad mediada por macréfagos y células NK. Por lo tanto, los AINEs al reducir los niveles
de PGE2 mejoran la respuesta inmune frente a las neoplasias.

El fenotipo de M2 también parece promover la angiogénesis mediante la produccién de factores
como la IL-8 o el VEGF, entre otros. En este caso los AINES pueden inhibir la liberacién de dichos

factores (Hussain et al., 2012).

4.2.4. Inmunovigilancia

Se ha vinculado la supresion de la inmunidad al crecimiento de distintos tumores, generalmente
debido a cambios en las citoquinas. En modelos experimentales se ha observado un aumento
de la IL-10 y disminucién del TNF, la IL-12 y la IL-1, variaciones que se han asociado a un
incremento de la actividad COX-2/PGE2 (Ghosh et al., 2010). Las prostaglandinas E parecen
mediar la inmunosupresion por distintas vias que facilitan que el tumor pase desapercibido ante
el sistema inmune, entre otras disminuyendo la migracidén de monocitos (Flory y LeBlanc, 2005).
Los macrdfagos activados producen PGE2 que inhibe la proliferacion de linfocitos T y B,
linfocinas, y la actividad citotdxica de linfocitos y células NK. La PGE2 ha demostrado disminuir
la capacidad citotdxica de las células NK, la liberacidn de IFN-y y la migracién celular ademas de

inhibir sus receptores mas relevantes (Martinet et al., 2010). Se ha demostrado que la liberacidon



de COX-2/PGE2 de las células neoplasicas permite evadir la respuesta inmune del organismo a
los antigenos tumorales mediante el bloqueo de los linfocitos T citotéxicos (Miao et al., 2017).
La sobreexpresidon de indolamina 2,3-dioxigenasa (IDO), una enzima inmunosupresora, en
células cancerosas constituye otro mecanismo mediado por COX-2 para resistir la respuesta

inmune evitando la infiltracidn de linfocitos T en el tumor (Hennequart et al., 2017).

Las células mieloides supresoras (MDSC) son una poblacidn heterogénea de células inmaduras
qgue en muchas neoplasias bloquean la inmunidad adaptativa, inhibiendo la activacion de
linfocitos T y la inmunidad innata, inhibiendo las NK. En las neoplasias, la produccién de COX-2
mantiene niveles elevados de dichas células, lo que favorece la evasién de la inmunidad tumoral
(Liu et al., 2015). Los resultados de Obermajer et al., (2011) evidenciaron una retroalimentacion
positiva de COX-2 y PGE2 durante la diferenciacion de los monocitos que constituye un factor
necesario y suficiente para redirigir la diferenciacion de células dendriticas a MDSC, un
mecanismo del microambiente tumoral que contribuye a la disfuncién inmune. Diferentes
factores implicados en la induccidon de MDSC, incluyendo la PGE2, pueden inducir a COX-2 y asi
desencadenar la produccién de PGE2 en los precursores de MDSC, un ciclo de realimentacion

que induce las MDSC y mantiene su funcionalidad.

COX-2/PGE2 pueden actuar como inmunomoduladores de las células dendriticas inhibiendo su
maduracién, la expresion de las moléculas CHM tipo I, la activacién de linfocitos T y la
presentacién de antigenos. Por otra parte, la PGE2 favorece la produccién de IL-10, lo que altera
las funciones de las células dendriticas. Este efecto se produce mediante la interaccidn de la

PGE2 con los receptores EP2 y EP4 (Harizi, Grosset y Gualde, 2003).

La expresion de COX-2 también ha demostrado disminuir la sensibilidad de las células tumorales
a los efectos citotdxicos de los linfocitos T activados por antigenos, induciendo la expresion de

IL-4, IDO y regulando la liberacion de interferon gamma (Gobel et al., 2014).

La COX-2/PGE2 inhiben las funciones de CD4+ y CD8+ y promueve su diferenciacién en células T
reguladoras, una subpoblacion de linfocitos que ha demostrado contribuir a la inmunosupresion

en las neoplasias (Mougiakakos et al., 2010).

4.2.5. Metastasis

La metdstasis es un proceso complejo que supone la migracién de células neoplasicas y la
colonizacién de lugares distintos al lugar primario dando lugar a la formacién de tumores

secundarios. Para que se produzca es necesaria la degradacion de la matriz extracelular y la
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motilidad celular (Ghosh et al., 2010). Los TAM y los mediadores que estos generan parecen

estar implicados durante el proceso de invasion y metastasis (Szweda et al., 2019).

El inicio de la metdstasis requiere la adhesién a la matriz extracelular, una etapa que en diversos
tumores estd determinada por la presencia del antigeno CD44. Se trata de una glucoproteina
que actla como receptor del 4cido hialurdnico, el principal componente de la matriz que
participa en la adhesidn y migracidn celular (Widet y Widet, 2006; Szweda et al., 2019). Se ha
observado en estudios de cancer colorrectal y de pulmdn que la expresidén del CD44 aumenta

cuando se sobreexpresa COX-2 (Dohadwala et al., 2001; Misra et al., 2008).

La migracion de las células tumorales requiere que se degrade la matriz extracelular, lo que
sucede por la accidon de una familia de enzimas, las metaloproteinasas, que degradan las
proteinas de la matriz permitiendo la invasién de las neoplasias. También en este caso, algunos

estudios las han asociado a niveles elevados de COX-2 (Szweda et al., 2019).

La transicion epitelial-mesenquimal (EMT) da lugar a un fenotipo invasivo que favorece la
capacidad de migracién de las células. En algunos estudios se ha asociado la sobreexpresion de
COX-2 con lainduccién de la EMT (Hugo et al., 2015). La COX-2 es capaz de aumentar la actividad
del microRNA miR526b, cuya expresion esta relacionada con la metdstasis (Majumder et al.,

2018), y de algunos factores como el STAT3 (Tong et al., 2017).

Otras acciones que pueden contribuir a la metastasis son la induccion por parte de la COX-2 de
proteasas de membrana (Ko et al., 2017) relacionadas con la invasidon neopldsica asi como la
induccidon de la Bl-integrina; un receptor celular implicado en la metdstasis de distintas
neoplasias, (Pan et al., 2016) y la IL-11 (Singh et al., 2006), una citoquina que ha demostrado

estar implicada en la metastasis 6sea del cancer de mama.

4.2.6. El papel de la COX-1

La COX-1 es una enzima cuya expresion se considera como constitutiva en numerosos tejidos y
por este motivo se creia que no estaba implicada en la carcinogénesis y se ha estudiado en
menor medida que la COX-2 (Pannunzio y Coluccia, 2018). Se han observado niveles elevados
de COX-1 en algunas neoplasias humanas como el cancer de mama (Haakensen et al., 2011),
colorrectal (Church et al., 2004) y renal (Okamoto, Hara, y Hino, 2003). En el cancer epitelial
ovarico se identificd hace afios la COX-1 como marcador para la monitorizacién y el diagnéstico
(Lee y Ng, 1995) y desde entonces su sobreexpresién se ha observado en diferentes modelos
animales (Pannunzio y Coluccia, 2018) y al parecer es la principal enzima reguladora de la

produccién de PGE2 en las células neoplasicas del ovario (Kino et al., 2005).
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Por otra parte, se cree que en la mayoria de situaciones se da la accién coordinada de COX-1vy
COX-2 en la carcinogénesis, y en algunos casos el papel de COX-1 es mds importante (Pannunzio

y Coluccia, 2018).

4.3. Expresion de ciclooxigenasas en neoplasias de pequeiios animales

4.3.1. Neoplasias mamarias felinas

En la especie felina se han realizado desde el afio 2000 varios estudios en carcinomas con
porcentajes de positividad para COX-2 altos; Millanta et al., (2006) obtuvieron un 95,8%,
Sayasith et al., (2009) un 87% y Millanta et al., (2016) un 96%. Dos de los estudios mencionados
emplearon el mismo sistema de puntuacién para cuantificar la inmunorreactividad de COX-2
evaluando el porcentaje de células marcadas y la intensidad, considerando que una puntuacion
de +2 0 +3 como sobreexpresion. Con este sistema Millanta et al., (2006) y Millanta et al., (2016)
determinaron respectivamente que un 80,9% y un 82% de los carcinomas sobreexpresaban
COX-2 y esto se asocié a un prondstico desfavorable. Sayasith et al., (2009) por otra parte
emplearon un sistema de puntuacién distinto y observaron que un 37% de las muestras

mostraban una expresién de intermedia a alta.

Solo un estudio analizé la relacidn entre la expresién de COX-2 y la supervivencia general, se

observd una relacion positiva significativa (Millanta et al., 2006).

Millanta et al., (2006) y Millanta et al., (2016) analizaron la expresién de COX-2 en tejido

mamario normal, sin detectar inmunorreactividad.

4.3.2. Neoplasias mamarias caninas

Sobre la expresion de COX-2 en las neoplasias caninas de la glandula mamaria hay
considerablemente mas estudios que del resto de neoplasias de pequefios animales. La técnica
empleada con mas frecuencia para detectar la expresién de COX-2 es la inmunohistoquimica y
el porcentaje de positividad oscila desde aproximadamente un 50-60% hasta un 100%,
dependiendo del estudio. Los resultados son variables, por ello se presenta una tabla recogiendo
la mayoria de las publicaciones disponibles y a continuacién se describen algunos de los

resultados y conclusiones obtenidos por los autores.
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Estudio Especie n Neoplasias Parametros E COX-2 Técnicay score ECOX-2 SCOX-2
medidos en tejido
normal
(Doré et Canina 147 Adenomas, COX-2 No IHC A 24% -
al., 2003) adenocarcinomas 0-12 AC: 56%
(Queiroga  Canina 129 Tumores COX-2 Si Ensayo 100% -
et al., benignos, inmunoenzimatico
2005) carcinomas, (EIA)
carcinosarcomas,
carcinomas
inflamatorios
(Heller et Canina 50 Carcinomas COX-2 - IHC 56% -
al., 2005) 0-12
(Millanta Canina 28 Carcinomas COX-2, VEGF, No IHC 100% 78,6 %
et al., Felina 47 HER-2, ER, % c2? e intensidad: O,
2006) MVD, PR +1, +2, +3 (+2, +3 alta)
(Queiroga  Canina 60 Tumores COX-2 Si IHC 100% B:11,1%
et al., benignos, COX-1 0-12 (0-6 baja, 7-12 C:69,2%
2007) carinomas, alta)
carcinosarcomas
(Lavalle et Canina 46 Carcinomas COX-2 No IHC 100% 34,8%
al., 2009) CD31 0-12 (0-5 baja, 6-12
MVD alta)
(Dias Canina 81 Tumores COX-2 Si IHC 100% B: 8,3%
Pereira et benignos, %ce(1,2,3,4) C:42,2%
al., 2009) carcinomas, Intensidad (0, %, +, ++)
carcinosarcomas
(Sayasith Felina 40 Carcinomas COX-2 - IHC 87% 37,5%
et al., 0-12 (1-4 baja, 5-7
2009) intermedia, >8 alta)
Inmunoblot
(Queiroga  Canina 27 Carcinomas, COX-2 No IHC 100% 66,6%
et al., carcinosarcomas COXx-1 0-12 (0-6 baja, 7-12
2010) alta)
(Queiroga  Canina 70 Tumores COX-2, VEGF, - IHC B: 7,1% -
et al., benignos, MVD 0-12 (0-6 baja, 7-12 C:76,2%
2011) carcinomas, alta)
carcinosarcomas
(Lavalle et  Canina 29 Carcinomas IHC - IHC 96,5% 58.6%
al., 2012) 0-12 (0-5 baja, 6-12
alta)
(Clemente  Canina 41 Carcinomas VEGF, COX-2, No IHC C:75% C:5%
et al., inflamatorios, MVD, CD31, % c? eintensidad: 0,1, Cl: Cl:
2013) carcinomas/sarco LPI 2,3 90,5% 42,9%
mas gPCR
(Guimara Canina 43 Carcinomas, COX-2, EGFR - IHC 100% 77,4%
es et al, carcinosarcomas 0-12 (<5 baja, 6-7 alta)
2014)
(Millanta Canina 46 Adenomas, COX-2, Si (p) IHC B: 20% B: 20%
et al., Felina 50 carcinomas mPGES-1, EP2  No (g) % c2? e intensidad: 0, C:100% C:83,3%
2016) +1, +2, +3 (+2, +3 alta)
(Carvalho Canina 63 Carcinomas, COX-2, EGFR, - IHC 100% 49,2%
et al., carcinosarcomas CD3+ % c2? e intensidad: O,
2015) +1, +2, +3 (+2, +3 alta)
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(Huang et Canina 79 Carcinomas, COX-2, CD44, No IHC 77,2% 45,6%
al., 2015) carcinosarcomas CD24, Oct-3/4 0-12; 0-6 baja, 7-12
alta
(Aradjo et Canina 83 Carcinomas, COX-2, EGFR, - IHC 100% 88,6%
al., 2016) carcinosarcomas Ki67, HER-2 0-12 (0-5 baja, 6-12
alta)
(Carvalho Canina 109 Carcinomas, COX-2, VEGF, - IHC 100% 53,2%
et al., carcinosarcomas Ki67, CD3, 0-12 (0-6 baja, 7-12
2016) MAC387, alta)
CD31, MVD
(Anadol et  Canina 35 Tumores COX-2, VEGF, - Q real time PCR - -
al., 2017) benignos, iNOS
carcinomas,
carcinosarcomas
(Pastor et Canina 77 Carcinomas, COX-2, ER, PR, - IHC - 33,8%
al., 2020) carcinosarcomas HER-2 0-12 (0-5 baja, 6-12

alta)

Tabla 1. Estudios de neoplasias mamarias

-E COX-2: expresidn de COX-2, S COX-2: sobreexpresion de COX-2

-A: adenoma, AC: adenocarcinoma, B: tumor benigno, C: carcinoma, Cl: carcinoma inflamatorio

Uno de los primeros estudios realizado con un tamafio de muestra relevante (107 neoplasias
mamarias) demostré la expresién de COX-2 en todas las displasias, tumores malignos y benignos
analizados, resaltando que la concentracién de la proteina medida por inmunoensayo
enzimatico era significativamente superior en los carcinomas. Asimismo, también se asocio de
forma positiva la COX-2 con caracteristicas de malignidad como el tamafio, la ulceracién y
adherencia a la piel, adherencia a tejidos subyacentes y a tipos histoldgicos mas agresivos como
el carcinosarcoma. Por otra parte, los valores superiores de COX-2 se asociaron también a la
invasién de linfonodos, la metdstasis distante y en los animales con carcinomas no inflamatorios
se observd que la COX-2 estaba asociada a un tiempo de supervivencia libre de enfermedad y
supervivencia general mas corto (Queiroga et al., 2005). Contrastan los resultados obtenidos en
ese mismo afio por Heller et al., (2005), con un 56% (28/50) de carcinomas positivos a COX-2,
indicando que la expresion de COX-2 era mas intensa y frecuente en las neoplasias menos
diferenciadas. Poco después Brunelle et al., (2006) estudiaron en lineas celulares de neoplasias
y tejido normal mamario la expresién de COX-2 y la produccion de PGE2. Se observd que solo
una (CMT12) de las 5 lineas neoplasicas sobreexpresaba COX-2 y presentaba una produccion
significativamente mayor de PGE2, mientras que en el resto y en la linea procedente de tejido
normal la sefial de COX-2 era débil o indetectable. Adicionalmente, se valord el efecto del
inhibidor de COX-2 NS-398 sobre la linea CMT12, observando que ocasioné la inhibicién de la
sintesis de PGE2 incluso a la minima dosis empleada, pero que para conseguir una disminucidn

de la proliferacién celular se requerian dosis sensiblemente mayores.
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En otro estudio mas reciente y también con un elevado nimero de muestras (109 tumores
mamarios) se observd la expresion de la proteina en todas ellas y se determind que en 58 habia
sobreexpresion. Hallaron una asociacién significativa entre los tumores con una elevada
expresion de COX-2 y la presencia de ulceracién en la piel, mayor tamafo de la neoplasia, alto
indice mitdtico, tipo histoldgico, grado histoldgico de malignidad, metastasis en linfonodos,
émbolos intravasculares neopldsicos, polimorfismo nuclear mas marcado y menor formacion
tubular (Carvalho et al., 2016). De igual forma , otros estudios han establecido una asociacién
entre una elevada inmunorreactividad a COX-2 con otros parametros indicadores de malignidad
distintos a los ya mencionados tales como un menor grado de diferenciacidn de las neoplasias,
crecimiento infiltrativo y menor supervivencia (Lavalle et al., 2009; Queiroga et al., 2010, 2011;
Guimarades et al., 2014; Huang et al., 2015; Millanta et al., 2016; Carvalho et al., 2017; Pastor et
al., 2020). Varios autores demuestran que al comparar la presencia de la proteina en tumores y
lesiones no tumorales, la expresion de COX-2 es significativamente mayor en las neoplasias

(Queiroga et al., 2007; Clemente et al., 2013; Millanta et al., 2016).

Diferentes estudios analizaron la presencia de COX-2 en tejido mamario normal y los resultados
son contradictorios ya que algunos observaron que se expresaba (Queiroga et al., 2005, 2007,
Dias Pereira et al., 2009) y otros no (Millanta et al., 2006; Lavalle et al., 2009; Clemente et al.,
2013; Huang et al.,, 2015;; Millanta et al., 2016). También hay controversia a la hora de
determinar si la proteina se podria considerar un factor prondstico ya que varios estudios
concluyen que si debido a que se ha asociado a un tiempo mas corto de supervivencia (Carvalho
et al., 2016) y/o a caracteristicas de malignidad (Queiroga et al., 2011) mientras que otros

exponen que no han obtenido evidencia para afirmarlo (Araujo et al., 2016).

La angiogénesis es un proceso relevante en la carcinogénesis y la COX-2 parece estar involucrada
(Williams et al., 1999) en la modulaciéon de factores proangiogénicos, como el VEGF, por lo que
distintas publicaciones también han valorado la expresidn de dichos factores, su relacion con la
COX-2 y con la malignidad de las neoplasias. Queiroga et al., (2011) observaron
inmunorreactividad para CD31 en 63/70 muestras y la densidad de microvasos fue
notablemente superior en las neoplasias malignas. Asimismo, se valoré la expresion del VEGF
que resulté ser mayor en los tumores malignos y se asocid a la COX-2 y a la densidad de
microvasos, sugiriendo que hay una relacidn de estos factores con la angiogénesis tumoral. Sin
embargo, ni Millanta et al., (2006) ni Lavalle et al., (2009) evidenciaron esta asociacion. Clemente
etal., (2013) observé que la densidad de microvasos y el indice de proliferacién linfoangiogénica
estaban relacionadas con la COX-2 pero no se establecid una correlacion significativa. Por

ultimo, Carvalho et al., (2016) demostré que las neoplasias con elevada expresion de
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COX-2/CD31 y COX-2/VEGF se asociaban significativamente a caracteristicas de agresividad de

los tumores y a un tiempo de supervivencia general inferior.

La presencia de la COX-1 se valoré en dos estudios. Queiroga et al., (2007) demostraron que la
enzima se expresaba en el tejido normal, hiperpldsico y neoplasico con puntuaciones mas
elevadas en este ultimo, sin hallar diferencias significativas entre tumores benignos y malignos.
Por otra parte, Queiroga et al., (2010) observaron la expresion de COX-1 en todas las muestras
sin que hubiera relacién con ninguno parametros prondsticos evaluados, a diferencia de la

COX-2 en este mismo estudio.

4.3.3. Carcinoma prostatico canino

Dos estudios con un tamafio de muestra similar evaluaron la expresién de COX-2 en carcinomas
prostaticos caninos, obteniendo un 88,2% (Sorenmo et al., 2004) y un 89,3% (L’Eplattenier et al.,
2007) de positividad a COX-2 mediante inmunohistoquimica. En ambos casos la intensidad
media del marcaje fue moderada y no se observd inmunorreactividad en el estroma. No se
correlacioné la COX-2 con la supervivencia general (Sorenmo et al., 2004) ni con las

caracteristicas histoldgicas de las neoplasias (L'Eplattenier et al., 2007).

Sorenmo et al., (2004) también observaron la expresion de COX-1 en los tejidos no cancerosos
y en un 94,1% de los carcinomas, sugiriendo que esta enzima se expresa de forma fisioldgica en

la préstata y su presencia se mantiene en las neoplasias.

4.3.4. Neoplasias de células transicionales caninos y felinos

Se ha caracterizado la expresidon de COX-2 en carcinomas de células transicionales felinos en dos
estudios. En ambos trabajos no se detectd la presencia en tejido normal pero si en 7 de las 19
muestras patoldgicas estudiadas en un caso (Beam et al., 2003) y en 5 de las 7 en otro (Bommer
et al., 2012). La supervivencia general fue de 123 dias en los animales con carcinomas positivos
a COX-2 y 375 en los demas, aunque los autores reconocen que para confirmar este hallazgo

deberia realizarse un estudio con mas animales (Bommer et al., 2012).

En la especie canina Knottenbelt et al., (2006) detectd la expresidon de COX-1y COX-2 en las 18
muestras analizadas. Si bien es cierto se detectaron pocas células tefiidas y una intensidad de

débil a moderada.

Posteriormente Yoshitake et al., (2017), Hurst et al., (2019) y Packeiser et al., (2020) detectaron

niveles elevados de COX-2 y PGE2 en lineas celulares de carcinomas de células transicionales

16



caninos. Los autores coinciden en que la expresion de PGE2 era superior a la del resto de lineas
analizadas en esos estudios, en todos los casos se midié la concentracidn de esta prostaglandina
mediante ELISA. Yoshitake et al., (2017) y Hurst et al., (2019) establecieron una relacidn positiva
entre la COX-2 y la PGE2, que resultd ser estadisticamente significativa. Las técnicas empleadas
para evidenciar la presencia de COX-2 fueron PCR en tiempo real, Western Blot e

inmunohistoquimica respectivamente.

4.3.5. Mastocitoma canino

Prada et al., (2012), Vascellari et al., (2013) y Gregério et al., (2017) estudiaron un tamano
muestral semejante de mastocitomas caninos, detectando la expresién de COX-2 con una
intensidad variable en un 86%, 78% y 92% de las muestras, respectivamente. Prada et al., (2012)
y Gregério et al.,, (2017) hallaron una asociacion estadisticamente significativa entre una
expresion intensa de COX-2 y los mastocitomas de mayor grado histolégico, mientras que en el

estudio de Vascellari et al., (2013) no se pudo evidenciar dicha relacion.

En dos de estos estudios se observé inmunomarcaje de COX-2 en los granulocitos y macréfagos
del estroma, un hallazgo que apunta a la existencia de una relacidn entre la expresién de la
proteinay la interaccion del estroma con el tumor (Prada et al., 2012; Gregério et al., 2017). Por
otra parte, solo Prada et al., (2012) incluyd tejido cutdneo normal y este resulté no expresar la

COX-2.

Gregorio et al., (2017) establecieron que una elevada intensidad de la tincién de COX-2 se podia
asociar de forma significativa con un patrdn infiltrativo, indice mitético y grado histoldgico alto,
ulceracion de la piel, indice de proliferacion Ki-67 elevado, presencia de células aberrantes y una
mayor densidad de microvasos. Los autores concluyen sobre estos resultados que la COX-2
posiblemente esté implicada en la angiogénesis y la proliferacion tumoral, favoreciendo la

carcinogénesis.

4.3.6. Carcinoma de células escamosas canino y felino

Se ha observado en diferentes estudios la expresiéon de las COX-2 en carcinomas de células
escamosas orales en la especie felina, si bien indicando que la mayoria de neoplasias analizadas
mostraban un bajo porcentaje de células tefiidas y de intensidad débil (Hayes et al., 2006;
DiBernardi et al., 2007; Sparger et al., 2018). La positividad a COX-2 se determind en 28 de 34
muestras, 37 de 55 y 9 de 12, respectivamente. Solo en un estudio se observd

inmunorreactividad a COX-2 en el estroma tumoral y las muestras que Unicamente presentaban
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el estroma tefiido no se consideraron positivas a COX-2 (Sparger et al., 2018). DiBernardi et al.,
(2007) hallaron expresién de la enzima con intensidad débil en el tejido normal mientras que el

resto de los autores no lo hicieron.

Hayes et al., (2006) también demostré la expresién de COX-1 en todas las neoplasias estudiadas.
La distribucion e intensidad de la tincidn fue superior en los tumores que en el tejido adyacente

normal, sugiriendo una posible relacién de la COX-1 con la patogénesis de estos carcinomas.

Un estudié compard la expresion de COX-2 en carcinomas de células escamosas cutaneos y
orales tanto en perros como en gatos y se observd que la sobrexpresion era significativamente
mayor en los cutaneos de ambas especies. Un 53% de todos los carcinomas caninos y un 61% de
los felinos fueron positivos a COX-2 mientras que en las muestras de tejido sano no se detecté.
También se analizd la expresiéon de un factor proangiogénico, el VEGF, y se establecié una
relacidn positiva significativa entre este, COX-2 y la progresién de la enfermedad (Millanta et al.,

2016).

Bargadi et al., (2012) observaron que todas las muestras de carcinomas cutdaneos de perros y
gatos eran positivas a COX-2, las areas marcadas estaban generalmente asociadas a inflamacidn
granulocitica. Los autores consideran que esto podria deberse a que la expresién de COX-2 por
parte del tumor facilite la infiltracion inflamatoria o bien que la ulceracién propia de estas

neoplasias estimule la expresién de la ciclooxigenasa por los queratinocitos.

Otro estudio también obtuvo positividad a COX-2 en todas las muestras, en este caso de
carcinomas de células escamosas cutaneos de perros. La puntuacién media de la expresion de
la proteina fue elevada y los queratinocitos estaban intensamente tefiidos mientras que no se

detectd COX-2 en el tejido normal (Poggiani et al., 2012).

4.3.7. Carcinoma nasal canino

Diferentes estudios han evaluado la expresion de COX-2 en estas neoplasias con porcentajes de
positividad similares aunque empleando diferentes métodos de puntuacion de la
inmunorreactividad y no determinan las muestras en las que hay sobreexpresidon. Solo en un
caso se valoré la intensidad de la sefial (Borzacchiello et al., 2004). Se observé que un 87%, 71%,
81% y 90% de carcinomas expresaban COX-2, respectivamente (Borzacchiello et al., 2004; Kleiter
et al., 2004; Impellizeri y Esplin, 2008; Belshaw et al., 2011). Borzacchiello et al., (2004) también
valoraron la expresién de COX-1 que se mostraba con una intensidad notable en el epitelio nasal

normal y en un 40% de los carcinomas.
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4.3.8. Melanoma canino

El primer estudio sobre estas neoplasias mostré que 9/15 de los melanomas orales analizados
mostraban una intensidad de inmunorreactividad de moderada a alta (Mohammed et al., 2004).
Unos afios mas tarde Pires et al., (2010) detectaron la expresién de COX-2 en 21/29 muestras
de melanomas malignos, un 30% se consideraron de expresion moderada o elevada. Todos los
melanomas orales fueron positivos a COX-2 y se observd una mayor puntuacién de
inmunorreactividad en las neoplasias orales que en las cutaneas, un hallazgo que podria
asociarse a las caracteristicas de malignidad y mal prondstico de los melanomas orales. Por otra
parte, no se halld en este caso la expresion de la proteina en la piel normal, en la mucosa oral ni
en los melanocitomas cutdneos. La inmunorreactividad a COX-1 se observé en los tejidos

normales y en la mayoria de los tumores, sin diferencias significativas.

Gregorio et al., (2016) y Martinez et al., (2011) también observaron diferencias significativas en
la expresion de COX-2, siendo mas elevada en los melanomas malignos. La intensidad de la sefial
de COX-2 fue menor que la de los estudios mencionados anteriormente aunque se determiné
una asociacion entre una COX-2 mas alta y la presencia de ulceracion, necrosis, inflamacion,

indice mitdtico elevado, menor intensidad de pigmentacion y pleomorfismo nuclear.

En uno de los estudios se realizaron analisis estadisticos tanto univariantes como multivariantes
y se determind que la expresién COX-2 constituia un factor predictivo independiente de la
supervivencia, la recurrencia y la metdstasis. Asimismo, en el andlisis univariante se observé que
la sobreexpresion de COX-2 era mas comun en los tumores orales que en los cutaneos. Por todo
ello los autores concluyen que el prondstico asociado a los melanomas orales podria estar
relacionado con la expresion de COX-2 y la medida de esta proteina se podria emplear como un

biomarcador prondstico de los tumores melanociticos (Martinez et al., 2011).

4.3.9. Carcinoma renal canino

De 30 muestras de carcinoma renal canino se detectd positividad a COX-2 en un 76% vy, de
acuerdo con el sistema de puntuaciéon empleado, se considerd que la mitad de las muestras
positivas presentaban sobreexpresion. Por otra parte, se encontré una asociaciéon entre la
puntuacién inmunohistoquimica y la mediana del tiempo de supervivencia. Asi, los perros con
un valor igual o menor a 3 vivieron significativamente mas tiempo que aquellos cuyo valor era

superior a 3. Los resultados del analisis multivariante determinaron que la expresién de la
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proteina se podia considerar un factor prondstico y posiblemente se podria usar para valorar el

prondstico individual del paciente (Carvalho et al., 2017).

4.3.10. Carcinoma tiroideo canino

Campos et al., (2014) y Soares et al., (2020) analizaron la expresidon de COX-2 en el carcinoma de
tiroides en el perro. No se detectd COX-2 en el tejido normal mientras que si se hallé en ambos
casos en un 50% de los carcinomas medulares y en un 13% y 65% de los carcinomas foliculares,
con una intensidad de débil a moderada. Campos et al., (2014) demostraron una asociacidn
significativa entre los carcinomas medulares y una puntuacidon mas elevada de COX-2 mientras
que Soares et al., (2020) indicaron que posiblemente no llegaron a evidenciar esto debido al

bajo nimero de muestras que emplearon de este tipo de tumor.

4.3.11. Osteosarcoma apendicular canino

Dos estudios han comprobado la presencia de COX-2 en los osteosarcomas apendiculares
caninos obteniendo un 92,6% y un 77,3% de muestras positivas, respectivamente (Mullins et al.,
2004; Millanta et al., 2012). En el primer trabajo se considerd que 19/27 neoplasias mostraban
sobreexpresién mientras que en el segundo solo 4/44, empleando diferentes sistemas de
puntuaciéon en cuanto a la interpretacidn de los resultados de la inmunohistoquimica. Ninguno

de los autores detectd inmunorreactividad a COX-2 en el hueso normal.

4.3.12. Otras neoplasias

Un estudio con 60 muestras de hemangiosarcoma cutaneo canino detectd expresion de COX-2
con intensidad de leve a moderada en un 80% de las neoplasias. No se hallé relacién con la

supervivencia general (NObrega et al., 2019).

Magi et al., (2010) y Carneiro et al., (2019) observaron un 97% y un 61,9% de muestras de
sarcoma asociado al punto de inyeccién en gatos positivas a COX-2. La puntuacion asignada fue

de intermedia a alta en un 60% de los casos y no se asocid al grado histoldgico (Magi et al., 2010).

4.4, AINEs y COXIBs: terapia anticancer en perros y gatos

4.4.1. Neoplasias mamarias caninas y felinas
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Las neoplasias mamarias en la especie felina son una de las mas comunes, se caracterizan por
ser malignas en su gran mayoria y tienden a ser altamente metastaticas. Si bien se han probado
diferentes protocolos quimioterapicos, la cirugia sigue siendo el tratamiento estandar, teniendo
en cuenta que no es infrecuente la eutanasia de los animales en el momento del diagndstico

debido al mal pronéstico.

Un estudio investigd la eficacia y seguridad de un protocolo compuesto por cirugia,
doxorrubicina y meloxicam en 23 gatas diagnosticadas mediante histopatologia con
adenocarcinomas mamarios. Se concluyé que el empleo del meloxicam no tuvo efecto sobre el
tiempo de supervivencia ni el intervalo libre de enfermedad, al comparar los resultados con los
de estudios que no emplearon inhibidores de COX-2. Por otra parte, los autores indican que al
incluir diversos agentes en el tratamiento y no contar con diferentes grupos para contrastar las
diferencias en la respuesta, es dificil valorar el papel del meloxicam en este caso (Borrego et al.,

2009).

El carcinoma inflamatorio canino es una neoplasia agresiva con un tiempo de supervivencia
corto (2-3 meses aproximadamente). Los signos clinicos incluyen edema generalizado, eritema
y dolor en las glandulas afectadas. Es frecuente que los animales afectados se eutanasien en el
momento del diagndstico o poco después o bien se emplean tratamientos paliativos con
corticoides, AINEs, antibidticos y/o terapia metrondmica con quimioterapicos (de M Souza et

al., 2009; Rossi et al., 2018).

Sobre este tipo de neoplasia, un estudio observd la respuesta a un AINE y a protocolos
guimioterapicos en 12 perras enteras, 4 con carcinomas inflamatorios primarios y 8 con IMC
secundarios. El estudio describe que, dos de los animales diagnosticados se eutanasiaron
inicialmente, asi como otros tres que iniciaron quimioterapia, ya que no hubo respuesta. En los
7 animales que recibieron piroxicam se observé una respuesta clinica positiva, disminuyendo los

signos clinicos y mejorando indicadores de bienestar como el nivel de actividad y el apetito. El

tiempo de supervivencia libre de progresiéon oscilé entre 120 y 210 dias y el tiempo de
supervivencia medio fue significativamente superior en los animales tratados con piroxicam.
Cuando los signos clinicos volvieron a aparecer, la rapida progresion de la enfermedad obligd a

eutanasiarlos en un corto periodo de tiempo (de M Souza et al., 2009).

Lavalle et al., (2012) estudiaron las variaciones en la supervivencia general de 29 perras que
presentaban tumores malignos mamarios en estadio avanzado y fueron sujetas a cirugia o

cirugia mas carboplatino, con o sin AINEs. Se emplearon piroxicam en 5 animales y firocoxib en
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9 animales, una vez finalizados los ciclos de quimioterapia. El uso de tratamientos adyuvantes
resultd en una supervivencia significativamente superior al grupo en el que Unicamente se
realizo la cirugia pero no se hallaron diferencias significativas en la supervivencia al comparar
los diferentes tratamientos adyuvantes, aunque el tiempo de supervivencia medio fue superior

en el grupo al que se administré firocoxib.

4.4.2. Neoplasias prostaticas caninas

Esta neoplasia es poco frecuente en perros, de supervivencia corta (aproximadamente 2 meses)
y es habitual detectar metastasis en el momento del diagndstico. Los tratamientos posibles son
la cirugia, radioterapia y quimioterapia pero la evidencia disponible es escasa. Los signos clinicos
incluyen estranguria, poliaquiuria y hematuria, afeccién secundaria de la vejiga y la uretra

ademas de prostatitis (Ravicini et al., 2018).

En un estudio se administré prioxicam o carprofeno a 16 perros con carcinomas prostaticos
mientras que 15 animales no fueron tratados especificamente. El tiempo de supervivencia fue
significativamente superior (6,9 meses) en los perros tratados con AINEs, en comparacion con
el grupo que no recibid AINEs (0,7 meses). Asimismo, mas de la mitad de los animales a los que
se les administraron AINEs y no desarrollaron metdstasis sobrevivieron un afio o mas, lo que
sugiere que su efecto no es Unicamente paliativo sino también antitumoral (Sorenmo et al.,,

2004).

En un estudio mas reciente y con mayor tamafio de muestra se dividieron a 67 perros en tres
grupos en funcion de los tratamientos aplicados: a 4 animales se les administrd quimioterapia,
31 fueron tratados solo con AINEs y 32 con una combinacién de ambos. Los antiinflamatorios
empleados fueron principalmente meloxicam aunque también se incluyeron piroxicam,
carprofeno y firocoxib. La mediana del tiempo de supervivencia y el tiempo hasta la progresion
fueron significativamente superiores en aquellos perros que recibieron quimioterapia y AINEs
en comparacion con el grupo de los AINEs. Por otra parte, la combinacion de farmacos
antiinflamatorios y quimioterapia metronémica o toceranib fosfato no obtuvo resultados
mejores que la monoterapia con AINEs ni hubo diferencias significativas en la mediana del
tiempo de supervivencia ni en el tiempo hasta la progresién al comparar el uso del firocoxib con
el meloxicam. En este estudio la decisidon de qué tratamiento aplicar se basé en la opinidn del
clinico y de los propietarios del animal por lo que los autores indican que es posible que los
animales que recibieron solo AINEs o quimioterapia a dosis bajas presentaran un estadio mas

avanzado de la enfermedad (Ravicini et al., 2018).
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4.4.3. Carcinoma de células transicionales felino

La incidencia de esta neoplasia, la mas frecuente que afecta a la vejiga, es baja en gatos y hay
pocos estudios sobre su tratamiento. Las opciones que se han investigado incluyen la

administracién de AINEs, la quimioterapia y la cirugia.

Bommer et al., (2012) trataron con meloxicam por via oral a 11 gatos que presentaban
carcinoma de células transicionales diagnosticados por histologia o citologia. Cinco animales
también se sometieron a una cistectomia parcial. En todos los gatos se observé mejoria clinica
y el tiempo de supervivencia no fue significativamente diferente entre los animales tratados solo
con meloxicam en comparaciéon con los que ademas del AINE se realizé la cirugia. En general, la
mediana del tiempo de supervivencia fue de 311 dias. La eleccién de meloxicam se basa en su
consideracion como un tratamiento relativamente seguro en gatos incluso a largo plazo y en
animales con enfermedades concurrentes. En cuanto a los efectos secundarios, se observaron
en cuatro animales y excepto un caso de fallo renal después de 6 meses de tratamiento, el resto
se resolvid rapidamente o se asocié a otra causa. Ademads, no se produjo empeoramiento de la

enfermedad renal previamente diagnosticada en dos de los gatos del estudio.

Griffin et al., (2020) disefiaron un estudio que incluyé 118 gatos con confirmacidn histoldgica o
citoldgica de un carcinoma en la vejiga o uretra. A 15 gatos se les administrd solo AINEs y en 34
animales se combinaron estos con otros tratamientos (quimioterapia, radioterapia,
cistectomia). Los antiinflamatorios empleados con mads frecuencia fueron el piroxicam vy
meloxicam aunque en algun caso se administréo una combinacién de ambos o robenacoxib. Se
detectaron efectos adversos en un 26,5% de los animales tratados con estos farmacos pero no
se pudo asociar directamente en al menos la mitad debido a que estaban recibiendo otros

tratamientos o los signos podian ser consecuencia de la progresion de la enfermedad.

La asociacion del tratamiento con AINEs a una mayor supervivencia junto al bajo riesgo de
complicaciones derivadas de estos posiblemente indica que incluirlos en la terapia del
carcinoma de células transicionales podria constituir una buena estrategia. No obstante, la
mejor opcion segun los resultados del estudio es la combinacidn de la cistectomia parcial y los

AINEs.

4.4.4. Carcinoma de células transicionales canino
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Los tumores de células transicionales son la presentacidn mas frecuente de neoplasia canina
localizada en la vejiga, generalmente de alto grado e infiltrativos. Los signos clinicos
caracteristicos son la poliaquiuria, hematuria y estranguria. Habitualmente se localiza en el
trigono vesical por lo que se prefiere la quimioterapia, inhibidores de la ciclooxigenasa o

combinaciones de estos en lugar de cirugia (Fulkerson y Knapp, 2015).

El estudio realizado por Mcmillan et al., (2011) administrando deracoxib obtuvo un 17% (4/24)
de remisiones parciales, en el 71% (17/24) de los perros la enfermedad se mantuvo estable y en
un 13% (3/24) la enfermedad progresé. A diferencia del estudio de Knapp et al., (1994), los
autores no observaron ninguin caso de remisién completa; lo que podria deberse al bajo tamafio
de muestra o bien que la actividad frente al cancer del deracoxib sea inferior que la del el
piroxicam, el farmaco empleado en el estudio. Cinco perros sufrieron efectos gastrointestinales
leves que no exigieron cesar el tratamiento. La mediana del tiempo de supervivencia fue de 323
dias y se observd que en los animales que se administré quimioterapia, por fallo del tratamiento

con deracoxib, la supervivencia fue ligeramente superior.

Knapp et al., (2013) confirmaron que la actividad del cisplatino frente al carcinoma de células
transicionales en perros puede favorecerse usando un inhibidor de COX-2. En este estudio 15
animales fueron tratados solo con cisplatino, 15 solo con firocoxib (en 5 perros el tratamiento
no funciond y se administré cisplatino) y en 14 animales una combinacién de ambos. En el grupo
de cisplatino/firocoxib se observaron un 57% de remisiones parciales y en un 20% de animales
la enfermedad se mantuvo estable, la mediana de la supervivencia fue de 186 dias mientras que
en el grupo tratado solo con cisplatino fue de 87 dias. Los resultados también demuestran la
accién antitumoral del firocoxib ya que estabilizé la enfermedad en un 33% de los perros y en
un 20% de los casos hubo remisiones parciales. A pesar de no advertir diferencias significativas
en la supervivencia entre los diferentes grupos, el tiempo de supervivencia fue superior en los
animales que recibieron primero cisplatino y después firocoxib. Los autores indican que esto
podria deberse a que la administracidn por separado de los farmacos disminuyera el riesgo de
resistencias y se evitara la superposicion de las toxicosis derivadas de cada uno. La calidad de
vida aumentd en un 67% y 91% respectivamente en los animales que recibieron Unicamente

firocoxib y a los que se administro los dos farmacos pero las diferencias no fueron significativas.

Los efectos secundarios se dieron con una frecuencia similar en el grupo tratado solo con

cisplatino y en el de la terapia combinada mientras que el nimero de perros afectados por
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toxicosis que fueron tratados solo con firocoxib fue inferior. De cualquier manera, las variaciones

no resultaron significativas.

4.5. Sesgos y limitaciones de los estudios

Un estudio reciente revisé multiples publicaciones sobre el papel de COX-2 como indicador
prondstico en las neoplasias caninas y felinas, analizando y determinando los sesgos de cada
uno. En general muchos de los estudios que valoran la expresién de COX-2 o bien los de tipo
clinico tienden a disponer de pocos animales, ser retrospectivos y solo realizar analisis
univariante, limitando el valor de los resultados obtenidos. Aquellos que evaltan la presencia
de COX-2 no emplean un método estandarizado por lo que el sistema de puntuacion variay es
complicado comparar los resultados. En los estudios clinicos es habitual que se incluyan tumores
muy diferentes histoldgicamente entre si y el estadio de los animales sea variable (Gregério et

al., 2021).

Conclusiones/Conclusions

Los mecanismos que intervienen en la relacién entre la COX-2 y la carcinogénesis todavia no se
conocen en su totalidad pero las hipdtesis mas apoyadas indican que parece estar involucrada

en la angiogénesis, apoptosis, metdastasis y evasidén inmune.

Parece haber suficiente evidencia para afirmar que la COX-2 se expresa en al menos una amplia
variedad de neoplasias que afectan a perros y gatos, entre ellas las neoplasias mamarias y los

carcinomas de células transicionales.

La evidencia refleja que los AINEs pueden ser utiles como tratamiento paliativo e incluso
producir remisiones parciales asi como mejorar la calidad de vida, algo muy importante en
medicina veterinaria. No obstante, la evidencia esta limitada a estudios con pocos animales y

solo en algunos tipos de neoplasias.

En general, el disefio heterogéneo de los estudios dificulta obtener una conclusién clara de los
resultados por lo que seria conveniente que se estandarizara como minimo la metodologia y
siempre que sea posible dividir los pacientes en grupos teniendo en cuenta su tipo histolégico

de tumor y estadio.
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The mechanisms involved in the relationship between COX-2 and carcinogenesis are not yet fully
understood but the most supported hypotheses indicate that the protein appears to be linked to

angiogenesis, apoptosis, metastasis and immune evasion.

There seems to be sufficient evidence to state that COX-2 is expressed in at least a wide variety
of neoplasms affecting dogs and cats, including mammary neoplasms and transitional cell

carcinomas.

The evidence reflects that NSAIDs can be useful as palliative treatment and even produce partial
remissions as well as improved quality of life, which is very important in veterinary medicine.

However, the evidence is limited to studies with few animals and only in some neoplasms.

In general, the heterogeneous design of the studies makes it difficult to establish a clear
conclusion of the results, so it would be convenient to standardize at least the methodology and
whenever possible to divide the patients into groups taking into account their stage and

histological classification of the tumour.

Valoracion personal
Mi interés por la oncologia veterinaria unido a las practicas curriculares que realicé el verano

pasado me animaron a indagar en la evidencia sobre la administracion de AINEs en pacientes con

cancer por lo que quise hacer el trabajo tratando este tema.

Sin duda he estudiado la bibliografia disponible extensamente y he obtenido las respuestas a mis
preguntas. Asimismo, he asimilado la investigacidn que justifica el tratamiento con estos farmacos
y aprendido sobre los mecanismos implicados asi como la diferente expresién de la COX-2 en
neoplasias de pequefios animales. Me parece importante contar con estudios clinicos que
demuestren que aquello observado in vitro o sobre lo que se establece una hipdtesis tiene una
aplicacion en la préctica clinica. Si que me hubiera gustado tener a mi disposicién mas estudios
clinicos ya que la evidencia podria ser de mayor valor, pero espero que aumenten en los proximos

anos y pueda consultarlos para apreciar si hay cambios.
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