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Determinacion de la expresion de la
ciclooxigenasa-2 (COX-2) en tejidos
con cancer de prostata e hiperplasia

prostatica benigna

Floriano-Sanchez E,' Torres-Salazar JJ,” Cardenas-Rodriguez N,¢ Castro-Marin M,? Zapata-Villaloa MA,? Flores

Terrazas JE.?

¥ RESUMEN

Antecedentes: Recientes informes ubican al cancer de
prostata en el tercer lugar mundial; en México es la prin-
cipal causa de muerte masculina y mas de 70% se pre-
senta en estadios avanzados. Se estan estudiando varios
marcadores genéticos para cancer de prostata; en el
caso de la ciclooxigenasa-2, hay pocos estudios en la bi-
bliografia, por lo que en este estudio evaluamos si existe
alguna alteracion en sus niveles en cancer de prostata e
hiperplasia prostatica benigna.

Métodos: Se obtuvieron 81 muestras. Correspondieron
a hiperplasia prostatica benigna 39% y el resto a cancer
de prostata. Se estandarizaron las condiciones para de-
tectar por inmunohistoquimica la presencia de ciclooxi-
genasa-2.

Resultados: El porcentaje de area inmunorreactiva a
ciclooxigenasa-2 en estroma fue de 7.41% y de 12.11%
y en glandula 5.12% vy 14.76% de en cancer de prostata y
en hiperplasia prostatica benigna, respectivamente.

Conclusiones: Los niveles de expresion de ciclooxige-
nasa-2 en cancer de prostata fueron significativamente
menores a los que se obtuvieron en la hiperplasia pros-
tatica benigna; se sugiere que este gen podria ser
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E ABSTRACT

Background: Recent reports have placed prostate cancer
in third place worldwide; in Mexico it is the principal cause
of death by cancer in men after lung cancer and more than
70% of cases present in advanced stages. Several genetic
markers for prostate cancer are being studied but there
are very few studies on cyclooxygenase-2 in the literature.
For this reason the present study evaluates whether or not
there is any alteration of cyclooxygenase-2 levels in prostate
cancer and benign prostatic hyperplasia.

Methods: From a total of 81 samples, 39 corresponded to
benign prostatic hyperplasia tissue and 42 corresponded
o prostate cancer tissue. Conditions were standardized
in order to immunohistochemically detect the presence of
cyclooxygenase-2.

Results: The percentages of the area that was
Immunoreactive to cyclooxygenase-2 in stroma were
7.41% in prostate cancer and 12.11% in benign prostatic
hyperplasia. These percentages in the gland were 5.12% in
prostate cancer and 14.76% in benign prostatic hyperplasia.

Conclusions: Cyclooxygenase-2 expression levels in
prostate cancer tissue were significantly lower than
those obtained in benign prostatic hyperplasia tissue,
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utilizado como un marcador en el desarrollo temprano
de cancer de prostata.

Palabras clave: Cancer de prostata, hiperplasia prosta-
tica benigna, ciclooxigensa-2, México.

suggesting that this gene could be used as a marker in early
development of prostate cancer.

Key words: prostate cancer, benign prostatic hyperplasia,
cyclooxygenase-2, Mexico.

¥ INTRODUCCION

El CaP es la segunda causa de muerte en hombres por
cancer después del de pulmoén. Después de los 50 anos
de edad, la incidencia de cancer de préstata aumenta
tres o cuatro veces cada 10 afios. En México, el cancer
de prostata (CaP) es el segundo lugar respecto a la
incidencia de cancer después del cancer de piel y segun-
do lugar en mortalidad por cancer después del cancer
cervicouterino.

Aunque el antigeno prostatico especifico (APE), es el
mejor indicador sérico para el diagnostico del CaP ac-
tualmente disponible, tiene grandes limitaciones a pe-
sar de su gran sensibilidad, el uso del APE se ve limitado
por su pobre especificidad, por consiguiente, la valora-
cion clinica de pacientes con un valor de APE elevado
resultara en el rendimiento de las biopsias prostaticas
superfluas en un numero concreto de hombres.

Se ha relacionado a la ciclooxigenasa-2 (COX-2) en
la carcinogénesis por la estimulacion de la angiogénesis
y esto es un proceso crucial para el crecimiento y ex-
pansion tumoral, existe una sobreexpresion de COX-2
en la mayoria de los carcinomas primarios en humanos
independientemente del tipo histolégico o el grado,’
en contraste con los tumores pancreaticos benignos
no expresan COX-2 y estos resultados sugieren que la
COX-2 representa un marcador del potencial maligno
en el cancer pancreatico.?

En una investigacion que se realiz6 en tumores in-
testinales, la expresion de los niveles de COX-1 eran
normales en intestino, en cambio, los niveles de la
COX-2 son indetectables en intestino normal y sus ni-
veles fueron elevados hasta en 85% en adenocarcinoma
colorrectal.?

Existen estudios que apoyan que hay un incremento
en la expresion de la COX-2 en especimenes con can-
cer de prostata con una puntuacion elevada en la escala
de Gleason, mientras que otros muestran que la expre-
sion de la COX-2 no es congruentemente elevado en
cancer de prostata y que no se relaciona con el estable-
cimiento con factores de riesgo clinico-patologico se-
mejantes a la escala de Gleason y estadio patologico.*

Mediante la inmunohistoquimica y la RT-PCR se
han podido realizar estas investigaciones, y se ha de-
mostrado que la COX-2 juega un papel importante en
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la proliferacion de células cancerosas en la prostata; la
inhibicion de la expresion de ésta inhibe la carcinogé-
nesis;® en otra investigacion se relaciono la terapia con
glucocorticoides a la reduccion de la transcripcion de
la COX-2.¢

La endotelina 1 también incrementa significativa-
mente la expresion de la COX-1y 2, y esta ultima pro-
mueve la actividad y produccion de prostaglandina E2
(PGE2); estos efectos dependen de la activacion del re-
ceptor de la endotelina A (ETaE) y de proteina quinasa
(MAPK) en el estudio realizado con células de carcino-
ma de ovario humano.”

El cancer de prostata es la segunda causa de muerte
en hombres, y en algunos estudios, se han realizado la
dieta rica en grasa animal como factor desencadenante
para la aparicion de cancer; la expresion de la COX 2
esta asociado al grado del tumor.®

= METODOS

Sujetos de estudio: La recoleccion de las muestras se lle-
vO hacia el final del mes de septiembre de 2008 y hasta
abril de 2009, provenientes de pacientes atendidos en el
Hospital Central Militar que cumplieron con los siguien-
tes criterios; de inclusion: (a) pacientes con diagnos-
tico de CaP, candidatos a cirugia radical de prostata,
(b) pacientes con diagnostico de CaP con indicacion de
tunelizacion prostatica, (c) pacientes con diagnostico
de HPB e indicacion de reseccion transuretral prostatica
(RTUP). Los criterios de exclusion fueron: (a) pacientes
que no autorizan participar en el procedimiento, (b) pa-
cientes que no sean candidatos a RTUP. Criterios de
eliminacion: (a) pacientes cuyo RNA extraido y pu-
rificado presentaba una concentracion y pureza in-
adecuada para el estudio. (b) tejido que en el traslado
suftiera desnaturalizacion de material nucleico. La can-
tidad de tejido necesaria para la investigacion fue de 200
mg como minimo.

Criterios de eliminacion: (a) Cantidad de tejido in-
suficiente. (b) Tejido que en el traslado sufrid desnatu-
ralizacion del material genético. La cantidad de tejido
necesaria para la investigacion, fue de uno hasta cinco
gramos; la obtencion de las muestras se hizo inme-
diatamente después de la realizacion de la interven-
cion quirtrgica; el tiempo maximo de traslado tomo
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aproximadamente de una hora; desde la obtencion
de la muestra hasta su traslado al laboratorio de Bio-
logia Molecular de la Escuela Médico Militar, donde se
mantuvieron a una temperatura de -70°C en el ultracon-
gelador Revco® (Legaci ULT2186 3-35 Dupont SVVA
Refrigerants).

Inmunohistoquimica: Por microscopia de luz, las
muestras de tejidos de CaP y HPB fueron fijadas por in-
mersion en formalina (pH=7.4) y se embebieron en pa-
rafina. Para el analisis histologico, secciones de tejido (3
mm) fueron tefiidas con hematoxilina y eosina (H&E).
Las secciones de tejido fueron tenidas con acido pe-
riédico de Shiff's (PAS) para mostrar los polisacaridos,
mucopolisacaridos y glicoproteinas de la membrana
celular.

Los cortes fueron incubados con acido peryodico
durante cinco minutos y lavados con agua destilada.
Los cortes fueron incubados con el reactivo de Schiff’s
durante cinco minutos y contratenidos con hematoxili-
na por 30 segundos. El perfil histologico de cinco cam-
pos seleccionados aleatoriamente, fueron registrados
utilizando el software KS-300 (Carl Zeiss, Jena, Ger-
many). El porcentaje de area danada con alteraciones
histopatologicas fue obtenido (magnificacion 400x).
Para la inmunohistoquimica las secciones de tejido (3
mm) se desparafinaron y se calentaron para desenmas-
carar los sitios antigénicos; la actividad endégena de la
peroxidasa fue bloqueada con 0.03% de H,0, en meta-
nol absoluto. Las secciones de tejido fueron incubadas
toda la noche a 4°C a una dilucién 1:200 de anticuerpo
monoclonal contra COX-2 en soluciéon TRIS Se removiod
el anticuerpo primario y se realizaron dos lavados re-
petitivos con TRIS, los cortes fueron incubados con una
dilucion 1:500 de anticuerpo policlonal de conejo como
anticuerpo secundario y se realizaron dos lavados repe-
titivos con TRIS. Los anticuerpos unidos se detectaron
con el complejo avidina-biotina (ABC-kit Vectatastain)
y la diaminobenzidina como sustrato. Después de lavar
repetidamente con TRIS los cortes fueron contratenidos
con hematoxilina. Todos los cortes fueron incubados bajo
las mismas condiciones con la misma concentracion de
anticuerpo y en la misma corrida, por lo tanto, la in-
munotincion fue comparable. Todos los especimenes
fueron examinados por el microscopio de luz Axiovert
200M (Carl Zeiss, Jena, Germany). Para el analisis mor-
fométrico automatizado, el porcentaje de células posi-
tivas (color marrén) se determinaron con un analizador
de imagenes computarizado KS-300 3.0 (Carl Zeiss,
Jena, Germany). Este equipo detecta automaticamente
las células positivas determinando su porcentaje por
campo. Cinco campos aleatorios fueron estudiados a
una magnificacion de 100 (area total 1584 000 u2). Los
resultados fueron expresados como porcentaje.

Andlisis de datos: Sobre los correspondientes a la in-
munorreactividad de la COX-2, se analizaron con la

e hiperplasia prostatica benigna

prueba ¢ de Student, tomando la media de la desviacion
estandar; se compararon ambos grupos (CaP y HPB) y
se consider6 una p < 0.05, como diferencia estadistica-
mente significativa.

® RESULTADOS

Del total de 81 pacientes se obtuvieron las muestras
biologicas: 42 (51.85%) con diagnostico establecido de
CaP, mientras que 39 (48.14%), con el de HPB.

La edad de los pacientes con cancer de prostata fue
de 67.77 + 8.65. La edad de los pacientes con HPB
fue de 64.37 + 11.07. La comparaciéon de ambos gru-
pos mediante prueba ¢ para muestras independientes
no fue significativa, por lo que se acepta que la edad de
ambos grupos es equivalente ¢ = 1.326, gl 54.814, p =
0.190 para dos colas. El valor de Gleason en el grupo de
cancer de prostata fue de 4.47 + 3.1; mediana cinco y
valor maximo nueve.

El valor del antigeno prostatico del grupo con can-
cer de prostata fue de 35.29. El valor del antigeno pros-
tatico del grupo con hiperplasia prostatica benigna fue
de 26.32.

Los datos cuantitativos de la expresion de COX-2
fueron de 12.11% y de 14.76% en estroma y glandula
de HPB y de 7.41 y 5.12% en estroma y glandula de CaP.

Mediante prueba de t para variables independientes,
se evidenciaron diferencias estadisticamente significa-
tivas: p = 0.0314 para porcentaje de inmunorreactividad
de las areas por campo (400x) del estroma; p = 0.0001
para porcentaje de inmunorreactividad de las areas por
campo (400x) de la glandula, donde es evidente que la
inmunorreactividad esta mucho mas aumentada en te-
jidos con HPB por lo que se acepta nuestra hipotesis de
investigacion, asumiendo que existe diferencia estadis-
ticamente significativa entre ambos grupos con respec-
to al porcentaje de la inmunorreactividad de las areas
por campo (400x) del estroma y el porcentaje de la in-
munorreactividad de las areas por campo (400x) de
la glandula (Imagenes 1, 2y 3)

E DISCUSION

La COX-2 es una enzima inducible que se observa en
sitios donde existe inflamacion y dolor. En estudios re-
cientes, ya se ha evaluado la expresion de COX-2 en
CaP; en ellos, se ha observado una sobrerregulacion de
COX-2 en CaP que se ha relacionado con la inhibicion
de la actividad de esta enzima en las células cancero-
sas.® Se ha evidenciado una elevacion de esta enzima
tanto en CaP como en HPB, sin embargo existen dis-
crepancias en los informes publicados en cuanto a los
niveles de expresion de la COX-2 en ambos grupos y
que tipo de células la expresen. Con respecto a esto, se
ha observado que la localizacion intracelular de COX-2
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% de &rea

HPB CaP
Estroma

Imagen 1. Determinacién por inmunhistoquimica de la expresién
de COX-2 en estroma de CaP (7.41%) de area marcada por campo
y HPB (12.11%). En ambos grupos se determind el porcentaje del
area marcada por campo (400x) y se analizaron los valores (p =
0.0314) con un aumento significativo en HPB.

en las células epiteliales de HPB y cancer de prostata son
diferentes entre si. Mientras que en la HPB se encuentra
significativamente localizada en la membrana celular
basal y basolateral, en CaP predomina en el citoplasma.?
La evidencia de la bibliografia sehala que la proteina
COX-2 se expresa a hiveles muy bajos o no detectables
en los tejidos normales de la prostata. Ademas, cuando
la tincion de la COX-2 se observo en el cancer de pros-
tata, el grado de tincion positiva no se correlaciono con
los factores de riesgo clinico-patolégicos establecidos.®
Sin embargo, otros estudios muestran una relacion en-
tre la expresion de COX-2 y el grado de diferenciacion
del tumor.®

La expresion de la COX-2 en nuestro estudio de-
mostré que esta enzima se expresa significativamente
en HPB en comparacion con CaP.

¥ CONCLUSIONES

Los resultados anteriores parecen sugerir que la COX-2
tiene un papel importante en el grado de diferenciacion
tumoral.
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Imagen 2. Determinacion por inmunhistoquimica de la expresion
de COX-2 en glandula de CaP (5.12 %) de area marcada por cam-
po y HPB (14.76%). En ambos grupos se determind el porcentaje
del area marcada por campo (400x) y se analizaron los valores (p =
0.0001) con un aumento significativo en HPB

Imagen 3. Localizacion inmunohistoquimica de COX2 en glandula
de Hiperplasia Prostatica Benigna y Cancer de Préstata. Las ima-
genes son cortes histoldgicos donde se observa la marca de COX2,
en (A) y (B) glandula de Hiperplasia Prostatica Benigna, en (C) y (D)
glandula de Cancer de Prostata. Las flechas indican la inmunorre-
actividad positiva (color café marrén). Se observa disminucion evi-
dente de la intensidad de la marca en “C” y “D”, en porcentaje de
area marcado por campo (A), (B) vs (C), (D); p = 0.0001. Las figuras
son representativas (n =), (400x).
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