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RESUMEN

El carcinoma de células escamosas o carcinoma epidermoide (CCE) es una
neoplasia maligna presente en perros que se origina en el epitelio escamoso. No cuenta
con un tratamiento quimioterapéutico eficiente, y los disponibles tienen costos de
terapéutica elevados. Dentro de la carcinogénesis del CCE, se ha comprobado la
sobreexpresion de la enzima Ciclooxigenasa-2 (Cox-2) en queratinocitos neoplasicos. Su
sobreexpresién prolonga la supervivencia de las células anormales y favorece la

acumulacion de cambios genéticos que aumentan el riesgo de carcinogénesis.

En este trabajo se expone la eficacia de las Casiopeinas® (Cas) como tratamiento
quimioterapéutico en cuatro perros con CCE, evaluando el efecto que tienen sobre
determinados indicadores de regresion tumoral y se realizé una comparacioén con un

grupo control de tres perros, tratados con un farmaco AINE inhibidor selectivo de Cox-2.

En los resultados obtenidos se observé una ligera linfopenia en el caso de los
pacientes tratados con Cas. También se encontré una disminucioén en el porcentaje de

linfocitos intratumorales (TIL's) en los tejidos después del tratamiento con Cas.

En el grupo experimental se encontré un incremento en la expresion de caspasa-3 del
63%, ademas de un aumento de Cox-2 de un 70%, mientras que en el grupo control
tratado con Cimicoxib se encontré un aumento en la expresion de caspasa-3, de 13 veces
el valor inicial y una inhibicion del 82% de la expresién de Cox-2. En el caso del volumen
tumoral en ambos grupos se observéd una disminucién, siendo mas marcada en el grupo

control.

Palabras clave: CCE, Perro, Casiopeinas®, Cicloxigenasa -, caspasa-3.



ABSTRACT

Squamous cell carcinoma or epidermoid carcinoma (SCC) is a malignant neoplasia
present in dogs that originates in the squamous epithelium. It does not have a current
efficient chemotherapy treatment and those available have prohibitive therapeutic costs.
Within the carcinogenesis of SCC, the overexpression of the enzyme Cyclooxygenase-2
(Cox-2) in neoplastic keratinocytes has been confirmed. Thus overexpression prolongs
the survival of abnormal cells and favors the accumulation of genetic changes that

increase the risk of further carcinogenesis.

In this paper, the efficacy of Casiopeinas® (Cas) as a chemotherapy treatment in
four dogs with SCC is discussed, evaluating the effect they have on certain indicators of
tumor regression and a comparison is made with a control group of three dogs, treated
with a selective Cox-2 inhibitor NSAID.

In the results obtained, a slight lymphopenia was observed in the case of patients
treated with Cas. A decrease in the percentage of intratumoral lymphocytes (TIL's) was

also found in certain tissue after treatment with Cas.

In the experimental group, an increase in the expression of caspase-3 of 63% was
found in addition to an 70% increase in Cox-2, while in the control group treated with
Cimicoxib, an increase in the expression of caspase-3 was found up to 13 times the initial
value and an inhibition of up to 82% of the expression of Cox-2. In the case of tumor

volumen, in both groups a decrease was observed, being more noticeable in the control
group.

Keywords: CCE, Dog, Casiopeinas®, Cyclooxygenase-2, caspase-3.
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|. INTRODUCCION.

El carcinoma de células escamosas (CCE) es una neoplasia maligna muy comun
e invasiva que se presenta en los perros generalmente de color blanco o colores claros,
con predileccion de las zonas sin pelo. Estos presentan masas que crecen
aceleradamente y que llegan a ulcerarse e infectarse, generando sangrado y mucho dolor

(Lascelles et al., 2000; Echeverry y Buritica, 2007).

Dentro de la carcinogénesis del CCE, se ha determinado que la participacion de la
ciclooxigenasa-2 (Cox-2) tiene un papel importante en la progresion tumoral. Cox-2
regula la tasa de produccién de eicosanoides (prostaglandinas PGs, prostaciclinas y
tromboxanos) a partir de &cido araquidonico libre. Para la biosintesis de estos
eicosanoides la enzima presenta diferentes formas, Cox-1 y Cox-2 (Leahy et al., 2002;
Vega, 2005; Diaz et al., 2009). Cox-1 se presenta constitutivamente, esta presente en la
mayoria de las células sanas y esta relacionada con procesos fisiolégicos normales. Cox-
2 es una enzima que genera inhibicion de la apoptosis en pacientes CCE, inhibiendo la
expresion de genes relacionados con promoverla y aumentando los que la inhiben (Zhang
et al., 2006).

En la actualidad, el aumento de los factores carcinogénicos ha provocado
incremento en la incidencia de tumores de tipo CCE. En Latinoamérica esta neoplasia no
cuenta con un tratamiento quimioterapéutico accesible y los disponibles causan efectos
secundarios que pueden llegar a comprometer la vida del animal presentando pocos
resultados eficientes. Por este motivo, es necesario continuar en la busqueda de nuevas

alternativas terapéuticas menos toéxicas y mas efectivas.

Las Casiopeinas® (Cas) son farmacos experimentales utilizados como
tratamientos quimioterapéuticos, que en lineas celulares humanas de carcinoma han
mostrado buenos resultados. Estos farmacos actuan mediante apoptosis mitocondrial y
la formacién de aductos con fracciones nitrogenadas que impiden la divisién de las
células neoplasicas. Las Cas presentan baja toxicidad en células sanas y tienen una
importante selectividad tumoral (Lopez et al., 2011; Gutiérrez et al, 2013; Hernandez et
al., 2013; Campos, 2019; Godinez et al., 2022; Johnson et al., 2022).



En investigaciones anteriores, se ha evaluado el efecto antineoplasico de este
compuesto mediante mediciones de caspasa-3 en perros con tumor venéreo trasmisible
(TVT) y CCE, obteniendo resultados favorables para la regresion de dichos tumores
(manuscrito en preparacion, 2022). Actualmente el grupo de trabajo de Cas realiza
investigacion para determinar si demuestra eficacia para emplearse como tratamiento

quimioterapéutico en perros con CCE.



II. ANTECEDENTES

A continuacion, se presenta una descripcion sobre los temas principales
relacionados con este proyecto.

2.1. Piel

La piel es el érgano més amplio del cuerpo y tiene funciones de termorregulacion,
sensibilidad y proteccion (Castellanos, 2005). Interviene en complejas interacciones
celulares y moleculares de respuesta a estimulos del medio ambiente y la mayoria de las

enfermedades metabdlicas o sistémicas se ven reflejadas en ella (Trigo et al., 2011).

La piel esta formada por dos capas: la epidermis, una regiéon avascular formada
por tejido epitelial estratificado plano queratinizado y la dermis que corresponde a una
region vascularizada compuesta por fibras colagenas y elasticas que conforman un tejido
conjuntivo denso irregular con abundantes terminaciones nerviosas (Castellanos, 2005).
La hipodermis corresponde al tejido subcutaneo y de manera especifica no es parte de
la piel; sin embargo, estd estrechamente relacionada con la misma, lo que hace

importante su evaluacién en conjunto (Banks, 1986; Castellanos, 2005; Trigo et al., 2011).
2.1.1 Histologia de la piel.

Se caracteriza por muchas capas celulares derivadas de una sola capa basal y su
grosor varia dependiendo de la region anatémica (Banks, 1986; Megias, 2020).

El epitelio escamoso estratificado queratinizado, en casi todas sus localizaciones,
es una membrana epitelial gruesa. El espacio entre la capa de células basales y el tejido
conjuntivo presenta muchas interdigitaciones. Esta relacion morfolégica particular
permite la difusibn y adhesion de diferentes moléculas. Las capas queratinizadas

protegen contra dafios mecéanicos y deshidratacion (Banks, 1986; Navarrete, 2003).
2.1.1.1 Epidermis.

Presenta una serie de proyecciones que se dirigen hacia la dermis, conocida con
el nombre de red de Malpighi. Segun Navarrete (2003), Castellanos (2005) y Trigo et al.
(2011), el epitelio estratificado de la epidermis se compone de cinco estratos los cuales

partiendo de lo basal a lo apical son: (Figura 1).



Estrato basal. Formado por una capa de células cuboidales o prismaticas, las
cuales descansan sobre una membrana basal que separa a la epidermis de la dermis.
Las células basales reemplazan a las ya queratinizadas, que se descaman de manera
constante. Entremezcladas con las células basales se encuentran los melanocitos, los
cuales producen y almacenan pigmento que ayuda a evitar que la luz ultravioleta dafie el
nacleo de las células. Ademas, se encuentran células de Langerhans, que actian como
células presentadoras de antigeno y células de Merkel (células neuroendocrinas que se
localizan en zonas de la piel muy sensibles como dedos, labios y foliculos pilosos)
(Navarrete, 2003; Castellanos, 2005 y Trigo et al., 2011).

Estrato espinoso. Formado por células poliédricas adheridas de manera estrecha
por abundantes uniones intercelulares (desmosomas); su funcion principal es la sintesis

de queratohialina (Navarrete, 2003; Castellanos, 2005 y Trigo et al., 2011).

Estrato granuloso. Formado por una o dos capas de células alargadas con
granulaciones citoplasmaticas basofilas, que corresponden con el cumulo de la
queratohialina. A nivel de los foliculos pilosos sus granulaciones son eosindfilas y
corresponden con la tricohialina (Navarrete, 2003; Castellanos, 2005 y Trigo et al., 2011).

Estrato lucido. En areas sin pelo se presenta un estrato adicional que consta de
una o varias capas de células homogéneas y aplanadas repletas de queratina, que
forman una capa compacta. En perros y gatos, este estrato se aprecia sélo en el cojinete
plantar y en ocasiones en la nariz (Navarrete, 2003; Castellanos, 2005 y Trigo et al.,
2011).

Estrato corneo. Barrera impermeable formada por una densa capa de escamas

y queratina (Navarrete, 2003; Castellanos, 2005 y Trigo et al., 2011).
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Figura 1. Corte histolégico de la piel (Vera y Guerrero,
2018). 4



2.1.2.2 Dermis.

La dermis esta compuesta por tejido conjuntivo laxo y denso irregular con vasos
sanguineos, linfaticos y nervios. La capa profunda de tejido conjuntivo denso irregular de
piel delgada se denomina capa reticular. En la piel gruesa la capa superficial de tejido
conjuntivo laxo, la capa papilar, forma proyecciones denominadas “papilas dérmicas” que
se interdigitan con la epidermis y sirven para anclar ambas capas. Estas son poco

manifiestas o ausentes en la piel fina (Bacha y Bacha, 2001).
2.1.2.3 Irrigacion e inervacion.

El aporte sanguineo es dado por dos tipos de arterias; las cutaneas y las mixtas,
que forman los plexos superficial, medio y profundo (Megias, 2020). Existe ademas
inervacion sensitiva en epidermis, foliculos pilosos y terminaciones especializadas para
el tacto, presién, calor y temperatura. Los plexos linfaticos se localizan a nivel de las

papilas en la unién de la dermis con la hipodermis (Pérez, 2002; Trigo et al., 2011).
2.1.2.4 Mecanismos de defensa fisicos.

La melanina que se encuentra en la epidermis y el pelo protegen de la radiacién
ultravioleta (Pérez, 2002; Trigo et al., 2011).

La membrana basal es un excelente filtro de macromoléculas y en cierto grado,
evita la invasion de células neoplasicas de la epidermis a la dermis (Pérez, 2002; Trigo
et al., 2011).

2.2. Apoptosis.

La epidermis de la piel, se encuentra constantemente expuesta a factores que
pueden provocar dafio a nivel de los queratinocitos. Dentro de estos factores podemos
mencionar a los rayos UV, citocinas, neuropéptidos, estrés oxidativo, linfocitos T
citotoxicos, macrofagos y quimosinas, los cuales pueden producir un proceso de muerte
celular denominado apoptosis. Dicho proceso, es un mecanismo de defensa para
mantener la integridad, la habilidad de restablecimiento celular y se considera un balance

para mantener la homeostasis de la piel, asi como el ciclo del foliculo piloso (Diaz, 1997).



De acuerdo a Elmore (2007), la apoptosis se puede definir como “un proceso
coordinado dependiente de energia, que involucra la activacion de un grupo de cisteina
proteasas denominadas caspasas y una compleja cascada de eventos que unen el

estimulo inicial con la desaparicién definitiva de la célula”.

Es indispensable que todas las células tengan la capacidad de autodestruccioén en
caso de que estas ya no sirvan, no sean necesarias 0 se produzca un error irreversible
en su genoma y sean portadoras de mutaciones (Pardo, 2005; Trigo et al., 2017). Para
esto las células poseen la informacidon genética necesaria para sintetizar moléculas
proteoliticas cuando estas son requeridas. Mientras la célula es funcional dichas
moléculas proteoliticas permanecen de manera latente, inactivadas por proteinas anti-
apoptoticas. Si la integridad de la célula es afectada por cualquier agente al grado de
volverse una amenaza para el organismo se activan las proteinas pro-apoptoticas
(Roseto y Brenner, 1999; Trigo et al., 2017).

2.2.1 Mecanismos de activacion de la apoptosis.

Las caspasas se dividen en iniciadoras y ejecutoras, una vez activadas, las
caspasas iniciadoras sufren un cambio en su estructura 'y comienzan con la transduccién
y ejecucion de la sefial de la apoptosis (Lowe y Lin, 2000). Su activacion se realiza por
autoprotedlisis cuando son traslocadas a sitios de la célula especificos o mediante
adaptadores. Dichas proteasas activan a las caspasas ejecutoras mediante un corte
especifico, para encargarse de la lisis y destruccion de la célula (Elinos-Baez et al., 2003).

La apoptosis se puede desarrollar de manera intrinseca en caso de que la célula
ya esté programada para morir como en la mayoria de las células de la sangre, o
extrinseca cuando la apoptosis es secundaria a unién de receptores de membrana en la
célula como en el caso de algunos farmacos quimioterapéuticos (Lowe y Lin, 2000; Trigo
et al., 2017).

En la apoptosis intrinseca o mitocondrial, el citocromo C es liberado del espacio
intermembrana de la mitocondria hacia el citosol y se une a una proteina conocida como
Factor activador de proteasa apoptotica-1 (Apaf-1). La union de procaspasa-9 a Apaf-1
oligomérica da lugar a su forma activa, como caspasa iniciadora. EI complejo de

citocromo C / Apaf-1 / caspasa-9 (apoptosoma), divide de manera proteolitica la



procaspasa-3, lo que genera caspasa-3 activa, que inicia la cascada de reacciones que
matan la célula. La caspasa-3 es una de las ejecutoras mas importantes y producto final
de varias de las vias que intervienen en la destruccion celular (Figura 2) (Lowe vy Lin,
2000; Owen et al., 2014).

De acuerdo con Martinez (2009), la activacion extrinseca de la apoptosis se da por
medio de receptores transmembranales como el Factor de necrosis tumoral (TNF) y el
ligando al receptor de TNF, el TRAIL (TNF- Related Apoptosis inducing Ligand) a los
receptores DR4 (Death receptor-4) y DR5 6 3 (Fatty acid synthetase ligand) al receptor
Fas R (Figura 2). Se conoce que estas asociaciones reclutan moléculas adaptadoras
como FADD (Fas-Associated Death Domain) o TRADD (TNF Receptor-Associated Death
Domain), las cuales activan las caspasas iniciadoras -8 y -10 y finalmente se da la
activacion de las caspasas ejecutoras -3, -6 y -7, lo que culmina en un fenotipo celular

apoptaético.

Una vez activada la cascada de las caspasas, éstas actGan sobre una gran
variedad de sustratos que incluyen proteinas reguladoras y estructurales como las del
citoesqueleto y del nacleo (Figura 2). Las caspasas activan las enzimas endonucleasas

para iniciar la fragmentacién del acido desoxirribonucleico (ADN)).

Destruccion del citoesqueleto
por caspasas ejec utoras

Apaf-1

7 | Apoptosoma

Sitio de union de Caspasa 9

Figura 2. Vias de apoptosis. Esquema que representa las vias
de activacion de la apoptosis (Dibujo propio digitalizado con
Autodesk SketchBook).



En el citoplasma existen desoxirribonucleasas o DNasa activada por caspasa
(CAD). El efecto de CAD es bloqueado por otra molécula llamada, inhibidor de la ADNasa
activada por caspasa (ICAD) formando el complejo CAD-ICAD, cuando se activa la
caspasa-3 fragmenta el complejo, dejando libre el CAD para que pueda actuar sobre el
ADN (Martinez, 2009; Trigo et al., 2017).

2.2.2 Genes reguladores de la apoptosis.

Los encargados de la regulacion del ciclo celular por medio de la activacion o
inhibicidn de la expresion de proteinas pro-apoptoticas y anti-apoptoticas, son los genes
de la familia BCL2 (B-cell ymphoma 2). Estos codifican proteinas que regulan los cambios
estructurales en la membrana mitocondrial que pueden insertarse en ella y regular
procesos de permeabilizacion actuando en un punto clave en la via intrinseca de la

apoptosis celular (Martinez, 2009).

La familia Bcl-2 incluye un importante grupo de proteinas con dominios BH1 a BH4.
Especificamente, la familia BH3 solo incluye miembros pro-apoptéticos (Lowe y Lin, 2000;
Owen et al., 2014).

Los estimulos apopt6ticos intrinsecos actdan en parte al activar miembros de ésta
familia, los que a menudo estan secuestrados en las mitocondrias de una célula sana.
Por ejemplo, la caspasa-8 generada mediante la via Fas (receptor de la apoptosis por via
extrinseca en membrana celular) escinde al miembro de la familia BH3, Bid, lo cual lo
libera del secuestro, y le permite activar la via de muerte mitocondrial en su forma
truncada (tBid) (Owen et al., 2014). Bax es una proteina relacionada con la familia de
genes BCL2 que promueve la apoptosis y actlia como un supresor de tumores. Se piensa
que Bax es un objetivo de la transcripcién de p53 y asi puede formar parte de la via del
gen TP53 (Diaz, 2003).

Elmore (2007) reporta que las proteinas anti-apoptoticas incluyen Bcl-2, Bcl-
X, Bcl-xL, Bcl-xS, Bcl-W, Bag.



2.3 Carcinoma de Células Escamosas (CCE)
2.3.1 Generalidades

El CCE es una de las neoplasias mas comunes en perros, ocupa el octavo lugar
en neoplasias cutdneas y subcutaneas y es la segunda neoplasia mas comun en cavidad
oral de perros (Pestili, 2001; Echeverry y Buritica, 2007). Es una neoplasia de tipo maligna
que se origina en el epitelio escamoso, cavidad oral, falanges, cavidad nasal y, en
general, en las zonas descubiertas de pelo como la ingle y el prepucio (Silva et al., 2015).
Sin embargo, se puede desarrollar en miembros toracicos, pelvianos, escroto y perineo
en general, siendo reportados los de cavidad oral mas agresivos (Mestrinho, 2018). Estos
son localmente invasivos, en ocasiones provocan ostedlisis y en casos cronicos pueden
desarrollar metastasis a linfonodos regionales, tonsilas, pulmén y falanges (Figura 3)
(Pestili, 2001; Belluco et al., 2013).

Figura 3. Lesién macroscopica de un CCE. Se observa una
lesion en ingle generada por un CCE en un perro (Imagen propia).

Macroscopicamente, los perros con CCE, presentan crecimientos papilares con
aspecto de coliflor que predisponen a la ulceracién y sangrado de la lesion (Silva et al.,
2015).

Citolégicamente se observan abundantes células epiteliales pleomorficas de tipo
escamoso. Estas células presentan nucleos con cromatinas finamente granulares o muy
condensadas y nucleolos prominentes (Figura 4-A, B). Entre los hallazgos mas
caracteristicos se encuentra la presencia de citoplasmas reforzados con queratina, que
se observan de un color rosa vivo a naranja (Figura 4-A). Este hallazgo varia de acuerdo

a la diferenciacion de la neoplasia. También se observan células fibroideas (células



renacuajo) (Figura 4-C), donde en ocasiones se pueden apreciar los espirales de Heis
Jaimer. Un hallazgo caracteristico es la presencia de perlas de queratina y escamas en
cantidad variable (Cowell et al., 2009; Raskin, 2016).

Figura 4. Imagen citolégica de un CCE en perro. A. Grupos de células epiteliales con
citoplasmas rosa brillante. B. Célula epitelial con nucleos prominentes, granulares y
pleomorficos. Se aprecia Emperipolesis. C. Células fibroideas (células renacuajo). Tincion
con Hemocolorante rapido, A y B objetivo 10x, C objetivo 100x con aceite de inmersion

(Imagen propia).

Histopatoldgicamente se observa hiperqueratosis, paraqueratosis, pérdida de
polaridad celular, marcadas uniones intercelulares, perlas de queratina y pleomorfismo
celular. También se aprecian figuras mitéticas en los queratinocitos y abundante
gqueratina que conforme progresa la neoplasia invade dermis y otros tejidos (Figura 5)
(De Buen de Arguero, 2014; Meuten, 2020).

Figura 5. Corte histopatolégico de un CCE. Se
aprecian islotes epiteliales con material eosinofilico
(*), correspondiente a perlas de queratina, con
evidentes células atipicas en su periferia (+)
(Imagen propia).
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El rango de edad media de presentacion es de ocho a diez afios, aunque puede
presentarse en animales mas jovenes. La exposicion prolongada a los rayos ultravioleta
(UV) es un factor predisponente, debido a que implica la supresion del gen TP53 el cual
codifica a proteina p53 que detiene el ciclo celular cuando el ADN se altera, para que la
célula pueda reparar el dafio antes de continuar con la mitosis, de lo contrario el gen
TP53 inducira la apoptosis (Rodriguéz, 2001). La presencia de pelaje blanco hace
susceptibles a los animales a la presentacion cutanea (ingle, prepucio, perineo o nariz),
mientras que en los pelajes obscuros predomina la presentacion en las falanges. Entre
las razas mas susceptibles encontramos el Schnauzer estandar, Basset Hound, Collie,
Boxer, Dalmata, Starrordshire Bull Terrier, Pitbull Terrier Americano y Beagle (Rodriguéz,
2001; Echeverry y Buritica, 2007; Silva et al., 2015).

La extirpacién con un margen amplio en una etapa temprana es hasta ahora el
tratamiento con mejores resultados y prondstico, pero depende de una deteccidn
temprana y un diagnostico preciso para un mejor pronostico. En el caso de los tumores
que no es posible extirpar por medio de cirugia, actualmente la terapia con radiacion
suele ser la mejor opcién (Belluco et al., 2013; Mestrinho, 2018).

En caso de que exista metastasis o el resultado de la terapia con radiacion no sea
el esperado, el tratamiento quimioterapéutico, (Vincristina, Doxorrubicina y 5-
Fluoruracilo) se ha reportado con resultados variables y poco eficientes (Echeverry y
Buritica, 2007).

2.3.2 Cox 2y la carcinogénesis del CCE.

Cox es una enzima relacionada con la inhibicidn de la apoptosis en pacientes con
carcinoma incluyendo el de células ecscamosas, regulando la tasa de produccion de
eicosanoides [prostaglandinas (PGs), prostaciclinas y tromboxanos] a partir de acido
araquidonico libre. Para la biosintesis de estos eicosanoides, la enzima presenta
diferentes formas: Cox-1, Cox-2 y Cox-3 (Figura 6) (Leahy et al., 2002; Vega, 2005; Diaz
et al., 2009).
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Figura 6. Ciclo del &cido araquidénico. Se representa el dafio de la membrana
celular y la sintesis de prostaglandina a partir de acido araquidénico (Dibujo
propio digitalizado con Autodesk SketchBook).

Cox-1 se presenta constitutivamente y esta presente en la mayoria de las células
y tejidos, ésta se expresa en bajos niveles y sintetiza la prostaglandina necesaria para
las funciones fisioldgicas. Cox-2 es inducible en respuesta a citoquinas, interleucinas (IL),
factores de crecimiento, oncogenes, etc. Cox-2 no esta presente en todas las células,
pero es rapidamente expresada en respuesta a sefiales relacionadas con el crecimiento
celular. La sobreexpresiéon de Cox-2 tiene como consecuencia el aumento de la
producciéon de PGs lo que provoca aumento de la inflamacion y carcinogénesis. Las
prostaglandinas PGE2 y PGF2, estimulan la mitogénesis en sinergia con el factor de
crecimiento epidérmico (EGF), moléculas proteicas biorreguladoras del ciclo celular. Esta
demostrado el aumento en la expresion de Cox-2 en células estromales intratumorales,
extratumorales y neoplasicas propias del CCE (Leahy et al., 2002; Vega, 2005; Diaz et
al., 2009; Cornejo, 2011).

Se ha comprobado que la apoptosis o muerte celular programada disminuye
durante la carcinogénesis, mientras que aumenta la expresion de Cox-2 en células

epiteliales.

Debido a que Cox-2 se expresa en procesos inflamatorios, la inflamacion cronica
puede promover la carcinogénesis por medio de una sobre-expresion de la enzima. Cox-
2 posee actividad peroxidasa que cataliza la conversién de procarcinbgenos a
carcindgenos, las reacciones oxidativas son catalizadas principalmente por el citocromo

p-450. La expresion de esta enzima se ha encontrado disminuido en diferentes tipos de
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neoplasias de células epiteliales como en cancer de glandula mamaria, prostata y cancer
de ovario (Sanchez, 2013), provocando la sobre-expresion de Cox-2 y la predisposicion

a sufrir dafios en el ADN y promover la carcinogénesis (Vega, 2005; Diaz et al., 2009).

Se ha identificado la sobre-expresién de Cox-2 en células inflamatorias,
hiperplasicas, en epitelio neoplasico, células vasculares intra y adyacentes al tumor y
enfermedad metastasica (Leahy, 2002). Este efecto ha sido atribuido, al menos en parte,
a un aumento en los niveles de las proteinas anti-apoptéticas de la familia Bcl-2.
Posiblemente, la sobreexpresiéon de Cox-2 prolonga la supervivencia de células
anormales favoreciendo la acumulacion secuencial de cambios genéticos que aumentan

el riesgo de carcinogénesis (Diaz et al., 2009).

Se ha encontrado una relacién negativa entre la expresion de Cox-2 en células de
carcinoma mamario y el periodo de supervivencia en perras con tumores mamarios
(Eunice et al., 2012). De igual manera, Pestili (2001) encontré la expresion de Cox-2 de
manera abundante en queratinocitos neoplasicos y en células estromales de CCE sin
mostrar predileccion por un sitio especifico. Eunice et al. (2012) y Zhang et al. (2006),
evaluaron la tasa de apoptosis en células de carcinoma y leucemia tratadas con
Celecoxib, inhibidor especifico de Cox-2 y encontraron disminucién de ésta, asi como un
periodo de supervivencia mas largo. Por estos motivos se ha indagado en el uso de
antiinflamatorios tipo AINE, inhibidores especificos de Cox-2 como tratamiento

antineoplasico.

El Cimicoxib es un farmaco antiinflamatorio no esteroidal tipo AINE utilizado para
manejo del dolor, desinflamacién y como antipirético. Este es un inhibidor de Cox,
selectivo de Cox 2, lo que conlleva a una buena analgesia con un minimo de efectos

secundarios y adversos (Jiménez, 2017).
2.3.3 Células del sistema inmune involucradas con el CCE.

Otro mecanismo por el cual el organismo regula la formacion de tumores es por
medio de la destruccion de las células que han sufrido transformaciones potencialmente

malignas en su genoma, este proceso es llamado inmunovigilancia (Dhabhar et al., 2010).

Una consecuencia de esta transformacion maligna es la modificacion de las

moléculas que se expresan en su membrana, las cuales producen un cambio en la
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inmunotolerancia del organismo. Esto propicia una respuesta inmunoldgica contra ellas
y son conocidos como antigenos tumorales. Estos antigenos tumorales pueden ser
reconocidos tanto en el interior como en el exterior de la célula, aunque comunmente este

cambio se lleva en la membrana (Figura 7) (Batista, 2003).

Célula Neoplasica

Péptido Tumoral

Antigeno Tumoral MHC |

Figura 7. Esquema de célula que ha sufrido una transformacién
maligna. Se muestra la presentacién de sus péptidos en moléculas MHC
clase | (Dibujo propio digitalizado con Autodesk SketchBook).

Entre las células encargadas de llevar a cabo la inmunovigilancia de los antigenos
tumorales en carcinomas, se encuentran los linfocitos LT CD8+ o LTc (citotoxicos). Estos
reconocen los péptidos que se acoplan al Complejo Mayor de Histocompatibilidad de
clase | (CMH de clase |), el cual varia en el tamafo de sus cadenas a y 3 de acuerdo a
la especie y presentan estos péptidos en las células malignas como antigenos tumorales
(Batista, 2003). Estos antigenos estimulan a los linfocitos T CD8+ que reconocen a las
células tumorales a través del receptor de células T. Las células T CD8+ cumplen la
funcidén de lisar células propias modificadas (como las tumorales) directamente, e incluso
se ha demostrado que destruyen tumores grandes en estudios in vivo. Las células LT CD
4+ 0 LTh (cooperadores) son responsables de eliminar tumores por medio de la activacion
y reclutamiento de células efectoras como los macréfagos y eosindfilos. Estas células
son necesarias para la activacion de los LT CD8+ especificos de antigeno, ademas del
mantenimiento de las funciones efectoras de éstas por medio de la secrecion de IL-2,
esencial para el crecimiento y proliferacién de las células LT CD8+ (Figura 8) (Cho et al.,
2003; Balkwill, 2004; Owen et al., 2014).
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LT CD 4+ Y \ <« | Macréfago.

IL-2

LT CD8+

Célula Maligna

Figura 8. Respuesta tipoThl. Esquema de presentacion de péptidos tumorales y activacion de LT CD4+
(Dibujo propio digitalizado con Autodesk SketchBook).

Las citocinas que producen los LTh (CD4+) que activan a los LTc (CD8+) son de
una respuesta Th1 y son TNF 3, IL-2, IL-12 e IFN y. Estas citocinas incrementan la
expresion de MHC, en la superficie tumoral (Owen et al.,, 2014). Los LTc generan
perforinas, que producen agujeros en la membrana de las células tumorales o las
granzimas, las cuales degradan el ADN de las células malignas (Batista, 2003; Dhabhar
et al., 2010).

Cho et al. (2003), Balkwill, (2004) y Owen et al., (2014), indican que la reaccion
inmunologica de las células LT CD4+ y LT CD8+ contra células de CCE pueden ser
eficaces en los pacientes que padecen este tipo de cancer y su infiltracion intratumoral

esta relacionada con un mejor prondstico.

Por otro lado, los macréfagos expresan CD16+ en su membrana y son capaces de
desarrollar el mecanismo de ADCC (citotoxicidad celular dependiente de anticuerpos).
Estos fagocitan células tumorales, presentan el antigeno a los LT, son capaces de
producir (TNF), IL-1 y factor estimulante de colonias de granulocitos y macréfagos (FEC-
GM), los cuales son reguladores de eventos antitumorales y han sido evaluados como

candidatos a agentes inmunoterapéuticos (Balkwill, 2004; Owen et al., 2014).

Sin embargo, las células tumorales han desarrollado mecanismos para evadir los
procesos celulares y humorales propios del sistema inmune, por lo cual la eficacia del

mismo se puede ver comprometido. Algunos de estos mecanismos son:
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e Pérdida o disminucién de la expresion de moléculas del CMH de clase |I.

e Liberacibn de factores inmunosupresores como el factor de crecimiento
transformante- (TGF).

e Pérdida o disminucion de moléculas coestimuladoras.

e Mutaciones en los genes del CMH.

e Modulacion antigénica: anticuerpos que no fijan complemento, a los antigenos
tumorales.

e Enmascaramiento: las células tumorales pueden recubrirse con moléculas
normales del hospedero.

¢ Resistencia de la célula tumoral a los mecanismos efectores tumoricidas.

¢ Induccion de apoptosis en los LT por expresion en la célula tumoral de moléculas
como Fas ligando.

e Répida proliferacion celular que supera la capacidad de respuesta del sistema
inmune.

e Tumores en sitios privilegiados como ojo y cerebro donde el alcance del sistema

inmune es limitado (Batista, 2003).

2.3.4 Marcadores tumorales

Los marcadores tumorales (MT) son proteinas o moléculas producidas por células
malignas o por el organismo en respuesta a una transformacion maligna. La identificacion
de los MT tiene muchas funciones en el diagndstico, prondstico y tratamiento de las
neoplasias. Estos se pueden clasificar de diferentes formas dependiendo de su estructura
y funcién. La mayoria de estos marcadores no poseen una alta sensibilidad, por lo que
se sugiere hacer el uso de mas de uno para investigacion o con fines de diagndstico y
monitoreo de evolucion del paciente (Chimenos et al., 2004; Hermida et al., 2016; Gomez,
2017).

Los marcadores mas utilizados en el caso del CCE se describen en el siguiente cuadro:
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Tabla 1. Clasificacion de los marcadores utilizados en CCE (Chimenos et al., 2004; Gonzélez, 1013;
Hermida et al., 2016; Aylas, 2017; GOmez, 2017; Santibafiez et al., 2017).

Tipo de Marcador

Marcador

Descripcién

Marcadores de
crecimiento
tumoral

Marcador Tumoral

Regula eventos proteoliticos asociados con la
coagulacion, fibrindlisis, apoptosis e inflamacion. Esta
presente en los queratinocitos normales, sin embargo, se
sobreexpresa en el CCE. Sus niveles estan relacionados
con el tamafo y extensién tumoral.

Ag- SCC (Antigeno
del carcinoma de
células escamosas)

Pertenece a la familia de receptores de tirosin cinasa
(TKR), constituida por los genes erbB-1, erbB-3 y erbB-4.
Cuando ocurre una transformacion maligna se ha
encontrado un aumento del oncogén erbB-1 vy
sobreexpresion del gen EGFR en células de tumores como

carcinomas orales de células escamosas.

EGF (Factor de
Crecimiento
Epidermal) y EGFR
(Receptor del

Intervienen en el ciclo celular. La proteina ciclina D1 se
encuentra sobreexpresada en carcinomas de células

Factor de escamosas orales.
Crecimiento
Epidermal)
Enzima involucrada con la produccion de Eicosanoides
Cox 2 como PG2, relacionadas con aumento de la angiogénesis,

(Ciclooxigenasa 2)

aumento de la expresion de proteinas de la familia Bcl-2,
EGFR y EGF. Se encuentra sobreexpresada en células de
CCE.

Ciclinas (A, B1, D1,
E)

Son anticuerpos monoclonales que aumentan cuando hay
proliferacion tisular y estan relacionados con el grado
histoldgico del carcinoma de células escamosas oral.

Ki-67/MIB1

Su aumento esté ligado a la disminucion de p27 y se ha
relacionado con un pronéstico desfavorable.

SKp2 (S-phase
kinase-interacting

Es una proteina antiapoptotica. Altas concentraciones de
ésa pueden disminuir la iniciaci6n de la apoptosis

protein 2) favoreciendo la progresion tumoral.
Estan asociados con la mutacion del gen TP53 y se han
Bcl-2/BAG1 encontrado niveles elevados en los carcinomas orales de

células escamosas (COCE).

HSP27 y 70 (Heat
shock proteins)

Es una estructura proteica del ADN, se asocia con la
supervivencia de las células. Su deteccion puede ser muy
Gtil en la deteccion precoz de los CCE.

Marcadores de
supresion tumoral
y de respuesta
antitumoral

pRb (Proteina del
retinoblastoma)

Actla a nivel de la fase G1, se ha encontrado una
sobreexpresion de ésta en 58,49% de los carcinomas
orales estudiados. Es necesario para el desarrollo de
COCE Yy faringeo.

CDKIs (Inhibidores
de ciclina
dependientes de la
cinasa)

p21 es el gen inhibidor universal de las CDKs (proteinas
celulares con alteraciones). Relacionada con el grado de
diferenciacion tumoral y su alteracion esta relacionada con
p53.

p53

Es la encargada de que la duplicacion del material genético
en la replicacién se realice de manera correcta en el ciclo
y diferenciacién celular. Esta proteina no se detecta en el
estudio inmunohistoquimico de las células normales y se
ha encontrado su sobreexpresion en pacientes con COCE.
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BAX

Es necesario para que p53 inicie el proceso de apoptosis.
En pacientes con CCE niveles de Bax tienen un mal
pronéstico.

Fas/FasL

Regulan la apoptosis y pertenecen a la familia de
receptores del factor de necrosis tumoral (TNF-R). En
pacientes con CCE se observa sobreexpresion de FasL.
En tumores poco diferenciados puede haber pocos
receptores para FasL.

DC (Células
dendriticas)

Se expresan como respuesta antitumoral. La
sobreexpresion se relaciona con un buen prondstico.

Cadenas Zeta

Son parte de los receptores de las células T, que actian
en la defensa tumoral. Su falta de expresion se relaciona
con un mal pronéstico.

Marcadores de
angiogénesis

VEGF/VEGF-R
(factor de crecimiento
endotelial vascular/
receptor del factor de

controla la
factor de

Es wuna citocina multifuncional, que
angiogénesis y también actia como
supervivencia de las células endoteliales.

crecimiento
endotelial vascular .
NOS2 (Oxido . S
e Enzima responsable de la angiogénesis en los tumores y
Nitricosintetasa tpo . :
Il metastasis.

PD-ECGF (Factor de

Crecimiento Celular

Endotelial- Derivado
de Plaquetas).

Es una citocina angiogénica que deriva de las plaquetas.
Se ha reportado su presencia en la microvascularizacién
de carcinoma de células escamosas orales.

FGFs (Factor de
Crecimiento de
Fibroblastos).

Familia de polipéptidos que regulan la proliferacion y
diferenciacion celular. Una menor concentracion de FGF-1
en la carcinogénesis del CCE puede influir en una pobre
diferenciacion.

Marcadores de
invasion tumoral y
potencial
metastasico

MMPs (Metallo-
Proteases de Matriz)

Son metaloenzimas de zinc, se expresan en el COCE y se
relacionan con el estadio del tumor.

Integrinas

Familia de proteinas de superficie celular. Relacionadas
con procesos tales como reparacién epitelial, inflamacion
o transformaciéon maligna. Algunos estudios demuestran
que la integrina avR6 se expresa en el COCE, ésta
expresion es necesaria, pero no suficiente para que se
produzca una transformacion maligna.

Marcadores
celulares de
superficie

MHC (Complejo
Mayor de
histocompatibilidad)

Las moléculas que forman el complejo mayor de
immunohistocompatibilidad clase 1 intervienen en el
reconocimiento de células propias modificadas. La
disminucién de su expresion esta relacionada con un mal
pronéstico. El antigeno MHC de clase Il se expresa en
algunos carcinomas orales comunmente en los poco
diferenciados.

Marcadores
intracelulares

Citoqueratinas

Estructuras proteicas de las células epiteliales. La
malignizacion de lesiones orales se relaciona con la
ausencia de éstas. Su expresion es utlizada como
marcador diagnostico para evaluar lesiones
precancerosas.

Marcadores de
gueratinizacion
an6émala

Filagrinas

Son proteinas ricas en histidina, que se encuentran en las
capas granular y cornea del epitelio normal y son
responsables de la agregacion de queratina en las etapas
finales de diferenciacion de los queratinocitos. En los
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COCE y CCE forman parte de las perlas de queratina. Su
expresién es independiente del grado de atipia histologica.

Es un producto de diferenciacion de los queratinocitos y se
Involucrina piensa que su expresion es independiente de la
agresividad tumoral o de la atipia histoldgica.

Estd relacionada con la union célula-célula en tejido
normal. En muestras de tejido epitelial normal, displasico y
de un COCE se encontré que entre mas indiferenciado

Proteinas esta el tejido, hay menos expresién de E-caderina. Esto se
desmosomales (E- |relaciona con la transicion epitelio mesénquimal (TEM) de
cadherina las células en la carcinogénesis y que es caracteristico de

esta neoplasia. Se observd que su expresion estaba
reducida en tumores primarios poco diferenciados y/o con
metastasis en ganglios linfaticos cervicales.

Antigeno de la La pérdida de expresion de este antigeno se observa en el
sustancia intercelular | 95 % de los carcinomas oral.

2.3.5 Regresion tumoral
De acuerdo al Instituto Nacional del Cancer (NCI) la regresion tumoral se define

como la disminucién del tamafio de un tumor o del alcance del cancer en el cuerpo.

Es importante realizar una evaluacion objetiva de las neoplasias para poder
estimar la regresion y la respuesta del tumor a la terapia administrada. Por esto se
crearon diferentes criterios de evaluacion de regresion tumoral como RECIST
(Evaluaciéon de Respuesta en Tumores Solidos) en el 2000 para estandarizar los criterios
de respuesta tumoral. Posteriormente en enero del 2009 el grupo de trabajo de RECIST
presentd la guia actualizada RECIST revisada (version 1.1) (Eisenhauer et al., 2009;
Nishino et al., 2010).

En este sistema se evalla la regresion del tumor de acuerdo a la medicion de las
lesiones antes y después del tratamiento. Estas lesiones deben de tener un diametro
mayor a 10 mm (Lesiones Diana) y presentarse de 2 a 5 por 6rgano para sacar un
promedio y poder clasifica a los pacientes en cuatro grupos (Eisenhauer et al., 2009;
Nishino et al., 2010):
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1. Respuesta completa (CR): Desaparicion de todas las lesiones diana y ganglios
linfaticos patologicos.

2. Respuesta parcial (PR): Disminucién de al menos 30% del promedio de los
diametros de las lesiones diana.

3. Enfermedad progresiva (PD): Al menos un aumento del 20% del promedio del
diametro de las lesiones diana o la aparicion de lesiones nuevas.

4. Enfermedad estable (SD): No calificar en el grupo PR ni tener un aumento
suficiente para calificar como PD (Eisenhauer et al., 2009; Nishino et al., 2010).

Otra forma de clasificar la regresion tumoral es a nivel histopatolégico donde se
determina el porcentaje de células residuales tumorales/tejido fibrotico en la pieza
anatomopatolégica. Hay varias clasificaciones y a continuacion, describiremos la mas

utilizada denominada “Grado de regresion de Becker” (Sanchez de Molina, 2018):

e Grado la: RC (Respuestas patoldgica completa) No se identifica tumor en los
cortes.

e Grado 1b: RS (Respuesta patoldgica subtotal). Se observan menos del 10% de
células neoplasicas en el lecho tumoral.

e Grado 2: RP (Respuesta parcial). Se observan 10-50% de células neoplasicas en
el lecho tumoral.

e Grado 3: RM (Respuesta menor). Se observan mas del 50% de células

neoplasicas en el lecho tumoral (Sanchez de Molina, 2018).

Los pacientes que presentan menos del 10% de células neoplasicas se clasifican como

“‘Respuesta patolégica mayor” (Sanchez de Molina, 2018).

2.4 Casiopeinas® (Cas)

Las Cas (Ruiz- Azuara, 1992, 1996, 2002), son una familia de méas de 100
compuestos de quelatos con centro activo de cobre (ll). Tienen actividad antineoplasica
y presentan un aminoacido que parece darles especificidad y selectividad tumoral (Mejia
y Ruiz, 2008; Hernandez et al., 2013). Dentro de las Cas mas estudiadas se encuentran

la Cas lllia, Cas lllEa y Cas ligly.
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2.4.1 Composicion y mecanismo de accion.

Su formula general es [Cu(N-N) (a-L- amino acidato)]NOs y [Cu(N—-N)(O-O)]NOs.
El cobre es un metal de transicién esencial involucrado en muchas funciones bioldgicas

como el equilibrio Redox (Macedo, 2012).

El oxigeno molecular (O2) es utilizado por los organismos aerobios para respirar y
obtener energia. Sin embargo, a partir de esta molécula se forman moléculas mas

reactivas conocidas como especies reactivas de oxigeno (ERO’s) tales, como el
superoéxido (O27), el hidroxilo (OH) y el perdxido de hidrégeno (H202). La mitocondria es

la mayor productora de ERO’s debido a su funcién de produccion de energia (Lopez et
al., 2011; Macedo, 2012; Hernandez et al., 2013).

Las ERO’s regulan varios procesos celulares; sin embargo, grandes cantidades de
éstas pueden ser nocivas para el organismo, ya que dafian los constituyentes celulares

e inducen la muerte celular por estrés oxidativo (Macedo, 2012).

El efecto toxico de las Cas se ha relacionado con la inhibicion de la glucdlisis y la
fosforilacién oxidativa (Campos, 2019). Debido a su centro activo de cobre (ll), las Cas 'y
sus complejos tienen la capacidad de catalizar la generacién de especies reactivas de
oxigeno como OH+ mediante una reaccion tipo Fenton. La reaccion tipo Fenton es un
proceso de oxidacion avanzada en el cual se producen radicales altamente reactivos del
hidroxilo) lo cual desencadena la produccion de H202 y O2 en las mitocondrias (Lopez
et al, 2011; Hernandez et al, 2013). Como consecuencia, se produce un
desacoplamiento de la cadena respiratoria celular del tumor por interacciéon con
succinato, piruvato y 2-oxoglutarato deshidrogenasa. Lo anterior inhibe la cadena de
transporte de electrones y genera una despolarizacion del potencial de membrana
mitocondrial. Por otra parte, se ha reportado que las Cas también producen dafio a nivel
del ADNm lo que propicia una alteracion en la produccion de apoproteinas (E4, Al) de la
cadena respiratoria, lo que también promueve una mayor produccion de ERO’s (Campos,
2019). Todo esto conlleva a una disminucion en el metabolismo mitocondrial e induce la
muerte de las células tumorales, principalmente por la via intrinseca debido al estrés
oxidativo mitocondrial ademas de la formacion de aductos en fracciones nitrogenadas de
ADN (Gutiérrez et al, 2013).
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2.4.2 Casiopeina ligly

La Casiopeina ligly (Cas ligly) (Figura 9) cuya férmula es [Cu (4,7-dimethyl-1, 10-
phenanthroline) (glycine) (H20)]NOs, tiene alta actividad citotdxica y neoplasica con baja
toxicidad para células sanas en comparacion con las otras Casiopeinas (Leal et al., 2006;
Canas et al., 2010).

H,O
=1 1
NI/,_ "‘O /O NO3
/CU\ j:
=N NH; ~H
-
Casligly

Figura 9. Estructura molecular de
Casllgly (Campos et al., 2019).

En un estudio realizado por Trejo-Solis et al. (2005), el tratamiento con Cas ligly
indujo apoptosis tanto por la via dependiente e independiente de caspasas, en células de
glioma C6 y en condiciones tanto in vitro como in vivo. Obteniendo como resultado la
inhibicion de la proliferacion celular, un aumento de ERO’s y finalmente apoptosis

inducida de manera dependiente de la dosis.

Alemon-Medina (2007) y Kachadourian et al. (2009), mencionan que la Casiopeina
ligly genera citotoxicidad mediante la formacién de radicales hidroxilo en compartimentos
celulares como el nucleo o las mitocondrias debido a que se encontré agotamiento de los
niveles de glutation celular (GSH). En este estudio, el tratamiento con Cas ligly indujo
una caida dramaética en los niveles intracelulares de GSH en células HeLa, H157 y A549.
También observaron que el tratamiento con Cas ligly produjo dafio en el ADN mitocondrial
lo que resultd en un desequilibrio en la expresion de las apoproteinas de la cadena
respiratoria mitocondrial, que también pueden contribuir a un aumento de la produccién
de ERO’s lo que sugiere que Cas ligly origina multiples fuentes de produccion de ERO’s

las cuales inducen la muerte celular programada por la via mitocondria.
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Marin et al. (2012), reportaron que Cas ligly fue mas eficaz que el 3-bromopiruvato
(3BrPyr) para inhibir el crecimiento de varias lineas de carcinomas humanos 24 a 72 h
después de su aplicacion sin presentar efecto aparente en linfocitos y fue de 1 a 21 veces
mas potente que 3BrPyr y Cisplatino para inhibir la Hexocinasa (HK) de las células
tumorales. También reportaron que en experimentos con Cas ligly luego de 60 min,
aumentd la produccion de lactato de células tumorales y hubo degradacion del
glucégeno. Por este motivo, es el compuesto de eleccion para la investigacion de
tratamientos antineoplasicos mas eficientes y menos téxicos en animales y humanos
(Canas et al., 2010). La toxicidad de la mayoria de las drogas esta asociada con su

conversion enzimatica en metabolitos toxicos.

En estudios realizados en perros, se determiné que el margen terapéutico seguro
fue de 66.6-166.6 mg/m? y el margen terapéutico verdadero era de 20 a 50 mg/m?. La
dosis letal (DL) 99 reportada de Cas ligly en esta especie fue de 160 mg/m?, mientras que
la DL 50 era de 100 mg/m?. Asi, la DL 99 indujo la muerte de manera aguda causada por
edema pulmonar sin infiltracion leucocitaria luego de 30 a 50 min. No se han revelado
datos de toxicidad cardiaca directa, sin embargo, la microscopia electrénica de

transmision revela dafio mitocondrial en las células del miocardio (Leal et al., 2006).
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. HIPOTESIS.

El tratamiento con Casiopeina llgly produce regresion tumoral por apoptosis e
inhibicion de expresion de Cox-2 en carcinoma de células escamosas, sin generar efectos

adversos que comprometan la salud del animal.

IV.OBJETIVO GENERAL

Evaluar la regresion del carcinoma de células escamosas y la presencia de efectos

adversos en perros tratados con Casiopeina ligly.

4.1 Objetivos especificos

=

Evaluar la existencia de alteraciones sistémicas en perros con CCE tratados con
Caslligly.

2. Evaluar la infiltracion de leucocitos intratumorales en perros con CCE tratados con
Casligly.

3. Determinar el fendmeno apoptético por medio de la expresion de caspasa-3 en células
de CCE antes y después del tratamiento con Casligly.
4. Determinar la expresion de Cox-2 en células tumorales antes y después del

tratamiento con Casligly.
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V. METODOLOGIA

Todas las metodologias desarrolladas en este trabajo fueron autorizada por el
Comité de Bioética de la Facultad de Ciencias Naturales con numero de registro
112FCN20109.

5.1 Poblacion de estudio
El tamafio de la muestra correspondié a 7 perros con CCE.

Criterios de inclusion
e Caninos domesticos sin importar la raza, edad o sexo con diagnéstico positivo a
CCE.

e Caninos cuyo duefio o tutor firmaron el consentimiento informado.

Criterios de exclusion

e Caninos que presentaron una enfermedad viral y/o bacteriana sistémica.

e Caninos que presentaron alteraciones en los estudios de sangre sugestivos de
alteraciones en el estado de salud no relacionados con un CCE.

¢ Animales cuyo estado de salud se encontr6 muy delicada lo que implicaba un

periodo muy largo de recuperacion.

Criterios de eliminacion

¢ Animales cuyo tratamiento genere efectos secundarios adversos.

¢ Animales cuyo propietario decidiera retirarse del proyecto de investigacion.

5.2 Toma de muestras

Para la evaluacion del estado general de salud del paciente, se tomo6 sangre por
venopuncion de yugular para biometria heméatica (formula roja y blanca) y bioquimica
sanguinea (urea, creatinina, fésforo, alanino-aminotransferasa, fosfatasa alcalina,
aspartato-aminotransferasa, albumina, globulinas, glucosa y proteinas). Se recolect6
orina por medio de cateterizacidbn para medir densidad urinaria. Para el proceso

apoptético se obtuvieron muestras de tejido tumoral mediante biopsia incisional para
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buscar mediante inmunohistoquimica la caspasa-3. El sistema inmune se evalué por
corte histopatoldgico para conteo de leucocitos intratumorales y presencia de Cox-2 por

inmunohistoquimica.

5.3 Administracion de tratamientos

De manera aleatoria, los animales se dividieron en dos grupos de 3y 4 perros cada

uno. El grupo control (n=3) se tratdé con Cimicoxib y el grupo tratamiento (n=4) con Cas
ligly.
Grupo cimicoxib

Antes de aplicar el tratamiento, se recolectaron 3 ml de sangre en un tubo con
EDTA (acido etilendiaminotetraacético) y se realiz6 una biopsia incisional de la masa
tumoral, para diagnostico por estudio histopatologia, de aproximadamente 1 cm? que se
conservo en formol al 10%. Cuatro dias después de la toma de muestras, se midio el
volumen tumoral (largo, ancho y profundo) para determinar el volumen inicial y se
administré Cimicoxib por via oral a dosis de 2 mg/kg de peso cada 24 h durante 3 dias
(Jiménez, 2017).

Durante la primera dosis de Cimicoxib se monitore6 al paciente 6 h después de la
administracion del farmaco. La administracion de las dos dosis faltantes se realiz6 en el

domicilio del paciente bajo la tutela del propietario.

El dia posterior a la finalizacién del tratamiento, dia 4, se realiz6 la evaluacion final
del paciente, se tomaron muestras de sangre y se midio el volumen tumoral. En los casos
donde se apreciaba todavia la lesién del CCE, se procedid a realizar la remocion
quirdrgica de la neoplasia para realizar el estudio histopatoldgico e inmunohistoquimica
posterior al tratamiento. Este ultimo procedimiento se realizé dentro de las instituciones

antes mencionadas.
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Grupo Casligly

Antes de iniciar con el tratamiento en los perros, se tomaron muestras de sangre
y se realiz6 una biopsia incisional para diagnéstico. Cuatro dias después, se midio el
volumen tumoral y se administré la Casligly a dosis de 35 mg/m? en infusion intravenosa

continua durante 120 min en solucion glucosada al 5% (Figura 10) (Leal et al., 2006).

Figura 10. Preparacion de Cas
llgly antes de ser administrada en
un paciente con CCE.

Se administraron tres dosis en total con un intervalo de tiempo entre cada una de
ellas de 24 h. Posterior a la administracién del farmaco, los perros se resguardaron en
jaulas de acero inoxidable con fondo sanitario, donde se les proporcioné alimento y agua.
Al cuarto dia posterior al inicio del tratamiento (tres dosis), se citd a los pacientes para la
evaluacion final. En esta ultima evaluacion se tomaron muestras de sangre, se midio el
volumen de la neoplasia y en los casos donde se apreciaba todavia la lesiéon del CCE, se
procedié a realizar la remocion quirtrgica de la neoplasia y recolectar muestra para
posterior estudio histopatologico e inmunohistoquimica. Este ultimo procedimiento se

llevd a cabo en las instituciones médicas veterinarias con las cuales se colaboro.
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5.4 Realizacion de histopatologicos e inmunohistoquimicas

En los tejidos para histopatologia se procedio a la realizacidn de la descripcion del

tejido y el corte macroscoépico para la preparacion del casete el cual se dej6 fijando en

formol al 10% durante 24 h. Para preparar los cortes en las laminillas se realizaron los

siguientes pasos (Dey, 2018):

1.
2.

A A

Se lavaron las muestras con agua comun.

Se colocaron en alcohol al 96% en un recipiente sobre tapado y se
colocaron en la estufa a 60 C° por 30 min.

Se pasaron a alcohol absoluto sobre tapados y se dejaron en la estufa a 60
C° por 30 min.

Se colocaron en acetona sobre tapados en la estufa a 60 C° por 30 min.
Se colocaron en xilol sobre tapados en la estufa a 60 C ° durante 30 min.
Se colocan en el centro de inclusién en parafina a 61.3 C° durante 1 hora.
Se coloco el tejido en el casete, se le agrego la parafina y se dej6 endurecer
en la platina fria.

Se realizaron los cortes con un Microtomo Finesse con un grosor de 3
micras, se extendieron los tejidos en el bafio de inmersibn a una
temperatura de 32—35 C° y se recolectaron las muestras con la laminilla.
Posteriormente se colocaron en la platina caliente durante una hora y se

procedio a tefirlas con hematoxilina-eosina.

10.Por dltimo, se montaron las laminillas con resina.

Las histopatologias fueron realizadas para la obtencion del diagnéstico de la

neoplasia y el conteo leucocitario. El diagnéstico se realizé por medio de microscopia

Optica y el conteo leucocitario por medio del software ImageJ version 1.53e, aplicacion

basada en Java para analizar imagenes donde se determino el promedio del area de

porcentaje de linfocitos intratumorales (TILS) por muestra.

Los tejidos para inmunohistoquimica se fijaron con formol al 10% y se procesaron

hasta la inclusion con parafina en el casete, tal y como se describe en la técnica para

histopatologia. Posteriormente se realizaron los cortes en un Microtomo Finesse 325 con

un grosor de 3 micras, se extendio el tejido en el bafio de inmersion Precision Scientific
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water bath 180 a 32 C° y se recolectaron con laminillas electrocargadas (marca Adhesive

Microscope Slides White Froseted Groud Edge). Las laminillas con las muestras se

mantuvieron en la platina caliente durante una hora y se dejaron atemperar. Para dar

inicio a la técnica se realizaron los siguientes pasos (modificado de Ahumada-Solorzano
et al., 2014; Luna et al., 2016).

1.

Las laminillas con el corte del tejido se desparafinaron colocandolas en posicion
inclinada en un horno a 80 C° durante 1 hora.

Se realizaron 2 bafios de 15 min cada uno con Xilol en un vaso couplin.

Se, realizaron 2 bafios de 2 min cada uno en alcohol al 100%, posteriormente al
95%, 80%, 70% y se enjuagaron con agua destilada.

El desenmascaramiento de epitopos se realizo, con citrato de sodio a 80°C por 20
min en un vaso couplin.

La permeabilizacion de la membrana se realizé colocando las laminillas en Tritén
X100 durante 10 min en un vaso couplin.

La inactivacién de peroxidasa enddgena (relacion 3:1 de metanol y peréxido de
hidrégeno al 30%) durante 30 minutos en un vaso couplin.

Posteriormente se realizaron los bloqueos con suero de caballo al 5 % en TBS 1X
por una hora, colocandolo sobre las laminillas dentro de la camara humeda.

Se aplicaron los anticuerpos primarios correspondientes a cada grupo: caspasa-3
(No. de Catalogo 3C119, Santa Cruz Biotechnology, Europa) y Cox-2 (No. de
Catalogo 29, Santa Cruz Biotechnology, Europa) a una dilucién 1:50 sobre las
laminillas y se dejo en las laminillas toda la noche en la camara humeda.

Al otro dia las preparaciones se lavaron con TPBS (PBS+Tris) y se aplicé el
anticuerpo secundario (m-lgG x BP- HRP, No. de Catalogo sc-516102, Santa Cruz
Biotechnology Europa) a una dilucion 1:1000 durante 2 h sobre las laminillas,

dejandolo actuar por 4 h.

10.Posteriormente las laminillas, se lavaron con TPBS y se revelaron con

diaminobenzidina (DAB), se lavé con agua corriente y se contrasto con

hematoxilina.

11. El exceso de agua se retird con bafios de alcoholes y xilol para la realizacion del

montaje.
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La evaluacion de las inmunohistoquimicas (IHQ) fue realizada mediante el
software ImageJ. Dicho analisis consistidé en determinar el area de sefial positiva en 15
imagenes tomadas de cada IHQ para posteriormente determinar un promedio y
porcentaje de sefial en cada muestra. En este analisis primero se guardé la escala de
micras-pixeles en el programa ImageJ para determinar las areas con esta unidad de
medida. Posteriormente se configurd el programa para seleccionar el area que ocupaba

determinado umbral de color el cual coincidia con el de la sefial positiva de la IHQ.

5.5 Determinacion del volumen tumoral

Se establecié midiendo el largo, ancho y profundidado del tumor antes y después
del tratamiento. El volumen se determind con la formula (L) (A)(P)(m)/6, y se establecio

la diferencia del volumen antes y después del tratamiento (Scarpelli et al., 2010).

5.6 Medicién de leucocitos intratumorales

Se tomaron 10 fotos de 10 campos escogidos aleatoriamente a lo largo de el
parénquima tumoral del corte histolégico en cada paciente, antes y después del
tratamiento. Se analizaron con el programa ImageJ, donde se seleccionaron las zonas
donde se encontraban los leucocitos mononucleares, para determinar el area en um?2, lo
gue correspondia al infiltrado de leucocitos mononucleares. Posteriormente se establecid
un promedio por paciente antes del tratamiento y después de este. Por ultimo, se

determind el porcentaje de TILs que correspondia a cada paciente.

5.7 Andlisis estadistico

El andlisis estadistico se realiz6 con el programa IBM SPSS Statistics version 25,
haciendo un analisis para pruebas no paramétricas, con U de Mann-Whitney para

muestras independientes y con una prueba de Wilcoxon para muestras relacionadas.
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VI. RESULTADOS Y DISCUSION.

6.1 Tratamientos

Se evaluaron 7 perros, 4 para el grupo experimental tratado con Cas ligly y 3 para
el grupo con Cimicoxib (Tabla 2).

Tabla 2. Caracteristicas de los pacientes que participaron en ambos grupos.

Peso (KQ)

Perro Raza (gggg) Sexo Pre/F_’os Tratamiento a[[))l?cS;a
tratamiento
4 Pitbull 7 Hembra 23.0/23.2 Casiopeina 35 mg/m?
6 Schnauzer gigante 12 Hembra 52.0/53.5 Casiopeina 35 mg/m?
7 Pitbull 5 Macho 25.1/23.0 Casiopeina 35 mg/m?
9 Pitbull 8 Macho 19.8/18.9 Casiopeina 35 mg/m?
1 Pitbull 5 Macho 21.4/21.2 Cimicoxib 2 mg/Kg
2 Pitbull 8 Macho 20.6/19.5 Cimicoxib 2 mg/Kg
8 Pitbull 8 Macho 36.4/38.2 Cimicoxib 2 mg/Kg

La mayoria de la poblacion canina tratada corresponde a la raza Pitbull, con un
intervalo de edad de 5 a 12 afios, los cuales registraban diversos pesos y en cuanto al
sexo, los machos se ven mayormente afectados. El 85% de los perros tratados, eran de
color blanco y presentaban la neoplasia en la ingle, mientras que el otro paciente era un
Schnauzer gigante color negro que presentaba la neoplasia en una de las falanges. Esto
concuerda con lo reportado por Rodriguez (2001), Echeverry y Buriticd (2007), Silva et
al. (2015) donde mencionan que la falta de melanina y pelo en la piel, los hace mas
susceptibles a los rayos UV con la consecuente transformacion maligna de las células
epiteliales. Por lo que los animales blancos presentan la neoplasia comunmente a nivel
de la ingle, mientras que en los animales negros predominan la presentacion en las

falanges.
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6.2 Estado general de los pacientes antes de recibir tratamiento.

Se reviso el estado general de salud de los pacientes antes de administrar los
medicamentos para comprobar que ambos grupos contaban con condiciones de salud
estadisticamente similares. En la Tabla 3, se muestra el promedio por grupo, del valor de
cada analito que tenia cada perro antes de la administracion de los farmacos y se pudo
concluir que no existe diferencia significativa entre los valores sanguineos de los
animales tratados, por lo tanto todos los animales entraron al proyecto con condiciones

hematoldgicas similares.

Tabla 3. Comparacion de resultados hematolégicos entre ambos grupos previo al

tratamiento.

- . . APreCasligly . . re
Analito Rango de referencia  Pre/Cas ligly Pre/Cimalgex vs PreControl Ca_sngly VS
Cimalgex
CTE 5.5-8.5 6.58 5.51 -0.16 1.00
Ht 0.37-0.55 0.45 0.42 -0.07 1.00
Hb 120-180 155.34 142.67 -0.08 1.00
CTL 6.0-17.0 8.60 15.68 0.82 1.00
Neutrdfilos 3.0-11.5 6.55 12.65 0.93 1.00
Globulinas 23-39 40.40 45.00 0.11 1.00
Linfocitos 1.0-4.8 1.57 1.97 0.25 1.00
ALT <70 24.60 28.33 0.15 1.00
AST <55 26.40 23.33 -0.12 1.00
FA <189 36.60 51.00 0.39 1.00
Albdmina 29 -40 31.20 28.33 -0.09 1.00
Glucosa 3.4-6.9 5.28 5.03 -0.05 1.00
Proteinas 56 - 75 71.60 77.67 0.08 1.00
Urea 21-7.9 6.28 6.23 -0.01 1.00
Creatinina <126 67.00 79.67 0.19 1.00
Fosforo 0.75-1.7 1.40 1.49 0.06 1.00
SG 1.015-1.045 1.04 1.04 -0.01 1.00

(CTE) conteo total eritrocitario, (HB) hemoglobina, (Ht) hematocrito, (CTL) conteo total leucocitario, (AST) aspartato

aminotransferasa, (ALT) alanino aminotransferasa, (SG) Densidad urinaria. U de Mann-Whitney. p<0.05. N=7.

32



6.3 Alteraciones post-tratamiento encontradas en la Hematologia.

En la Tabla 4 se muestra la significancia del cambio de cada analito después de

los tratamientos verificada con un andlisis de Wilcoxon para muestras relacionadas y

entre las deltas de los dos tratamientos con una prueba de U de Mann-Whitney para el

analisis de muestras independientes. Se muestran los valores hematologicos para

evaluar funcién renal, hepética y estado general del paciente, donde apreciamos como

los cambios observados entre los analitos pre y pos tratamiento no tuvieron cambios

estadisticamente significativos con excepcion de los neutrdfilos, globulinas, linfocitos,

AST y las proteinas totales del grupo experimental.

Tabla 4. Resultados de la hematologia antes y después de los tratamientos

GRUPO CASIIGLY GRUPO CONTROL A%

Analito Rango d.e Pre Pos A P Pre Pos A P P

referencia

CTE 5.5-8.5 6.58 5.86 -0.11 0.08| 551 5.87 0.06 0.59 1.00
Ht 0.37-0.55 0.45 0.40 -0.11 0.10| 0.42 0.40 -0.05 0.59 1.00
Hb 120-180 155.34 140.60 -0.09 0.23 | 142.67 136.67 -0.04 0.66 1.00
CTL 6.0-17.0 8.60 9.06 0.05 0.08 | 15.68 17.50 0.12 0.59 1.00
Neutrdfilos 3.0-11.5 6.55 7.44 0.14 0.04 | 12.65 15.30 0.21 0.59 1.00
Globulinas 23-39 40.40 34.40 -0.15 0.04 | 45.00 38.33 -0.15 0.29 1.00
Linfocitos 1.0-4.8 1.57 0.98 -0.38 0.04| 1.97 1.57 -0.20 0.29 1.00
ALT <70 24.60 24.40 -0.01 1.00| 28.33 40.00 0.41 0.59 1.00
AST <55 26.40 23.40 -0.11 @ 23.33 33.33 0.43 0.11| 1.00
FA <189 36.60 37.80 0.03 0.89| 51.00 52.00 0.02 0.59| 1.00
Albumina 29 -40 31.20 29.80 -0.04 0.89 | 28.33 27.00 -0.05 0.41| 1.00
Glucosa 34-6.9 5.28 5.66 0.07 0.89| 5.03 17.70 2.52 0.66 1.00
Proteinas 56 - 75 71.60 64.20 -0.10 @ 77.67 65.33 -0.16 0.11| 1.00
Urea 21-7.9 6.28 6.22 -0.01 0.89| 6.23 8.50 0.36 0.29| 1.00
Creatinina <126 67.00 80.40 0.20 0.14| 79.67 76.67 -0.04 0.59| 1.00
Fosforo 0.75-1.7 1.40 1.77 0.26 0.50| 1.49 1.41 -0.05 0.66 1.00
SG 1.015-1.045 1.04 1.10 0.05 0.14| 1.04 1.04 0.00 1.00 1.00

(CTE) conteo total eritrocitario, (HB) hemoglobina, (Ht) hematocrito, (CTL) conteo total leucocitario, (AST) aspartato

aminotransferasa, (ALT) alanino aminotransferasa, (SG) Densidad urinaria. U de Mann-Whitney. p<0.05. N=7.
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Los neutrofilos, globulinas, AST y las proteinas totales se mantienen dentro de los
rangos de referencia de acuerdo a la especie, por lo que podemos inferir que clinicamente

no tiene relevancia.

En el caso de los linfocitos el promedio post- tratamiento es menor al rango inferior

de referencia.

En un estudio realizado por Dufau (2009) a pacientes con diferentes tipos de
enfermedades oncoldgicas, se encontré que el 63.6% de los pacientes presentaban

linfopenia asociada a desnutricion.

El comportamiento de los linfocitos en caninos tratados con Cas no se ha estudiado
con profundidad anteriormente, sin embargo, en un estudio realizado en ratas tratadas
con Casiopeiina Ill-Ea por Vertiz et al., (2012), se observé una disminucion de linfocitos
en sangre 8h después de la administracion del tratamiento, volviendo a aumentar a las
48 h. La sangre para realizar la BH del grupo control post tratamiento, fue tomada 24 h
después de la ultima administracion de Cas ligly, lo que podria ser la causa de la

linfopenia encontrada.

La linfopenia por estrés es un hallazgo muy comun, donde se observa disminucion
de los linfocitos como resultado de liberacion de la hormona cortisol por parte de las
glandulas suprarrenales en respuesta a estrés por enfermedades sistémicas importantes,
alteraciones metabdlicas, dolor o enfermedad inflamatoria. Los esteroides pueden inducir
la apoptosis en los linfocitos alterando los valores de estos en circulacién (Dhabhar et al.,
20010; Thrall et al., 2012). Debido a que la mayoria de los pacientes se someten a varios
de estos factores, como estrés por el manejo o inflamacién cronica secundaria al tumor,
se pueden desencadenar estos fenédmenos fisioldgicos. Por estos motivos, la linfopenia
se atribuye principalmente a una respuesta por estrés. Para hacer un analisis completo
sobre la causa de linfopenia se sugiere la realizaciéon de una puncion de medula 0sea
para hacer una evaluacion completa de las células precursoras. Determinar si la
linfopenia es causada por una fibrosis secundaria al tratamiento con Cas ligly. También
se puede realizar una medicién de cortisol sérico para determinar si la disminucion de

linfocitos es una respuesta al estrés (Thrall et al., 2012).
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Al comparar ambos grupos, se pudo concluir que no existe diferencia significativa
entre ellos, por lo que concluimos que en ninguno de los dos tratamientos se muestran

alteraciones hematologicas.

6.4Evaluacion de linfocitos intratumorales (TILS).

El andlisis del infiltrado linfocitico intratumoral se realizO de acuerdo a las
recomendaciones para la valoracion del infiltrado linfocitico intratumoral (TILS), del
acuerdo al International TILs Working Group 2014, tal y como lo recomienda el Consenso
Mexicano sobre el Diagndstico y Tratamiento del Cancer Mamario y se extrapol6 al CCE
(Gutiérrez, 2019; Amat et al., 2018; Vivacqua et al., 2019).

Tabla 5. Porcentaje de TILs por paciente antes Gréfica 1. Valores de TILs por paciente antes

y después del tratamiento. y después del tratamiento.
PRE- POS-
PACIENTE TRATAMIENTO | TRATAMIENTO Grupo Casligly Grupo Control
GRUPO EXPERIMENTAL 2 u2 6000.00
Pa 1268.92 3398.78 "
P6 715.19 506.91 +~00.00
P7 1205.16 355.39
2000.00
PO 1920.11 260.80
GRUPO CONTROL 0.00
P1 4091.65 212417 PA P6  P7 P9 P1 P2 P8
P2 3621.85 5321.55
P8 1408.25 1776.28

PREp2 mPOS p2

Enla Tablao 5y la Gréfica 1, se muestra el promedio del area en micras cuadradas
(u?), ocupada por linfocitos intratumorales por cada paciente. En éste podemos observar
gue para el caso del grupo con Cas glly solo el 25% de los pacientes tuvieron un aumento
del porcentaje de TILs; mientras que en el grupo control tratado con Cimicoxib incremento
en un 66.6% .

En el andlisis estadistico realizado para la evaluacién de TILs (Tabla 6), se puede
observar que el porcentaje inicial de TILs del grupo experimental disminuyo después del
tratamiento, mientras que en el caso del grupo control este porcentaje aumento, lo cual

se considera favorable para el prondstico del paciente.
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Tabla 6. Analisis estadistico para la evaluacion de TILs.

Analisis de TILs

Grupo Cas ligly Grupo Control
. Area w2 o Area 2 o Area p2 Area p2 o Area p? . Area 2 o
Variable PRE % TlLs POS %TILs A 14 PRE % TILs pOS %TILs A A%
Conteo
de 1277.346 3.81 1130.472 3.38 -0.1149  0.715| 3040.58 9.092 3074 9.1927 0.0109 1.00 1.00
Linfocitos

(PRE) Pretratamiento, (POS) Postratamiento, (A) Delta, (u?) micras cuadradas, (P) significancia. Prueba de Wilcoxon y U de Mann-Whitney.

p<0.05. N=7

Vivacqua et al. (2019), mencionan que, en un experimento realizado en pacientes
con cancer de mama triple negativo, en los que se administr6 un tratamiento
quimioterapéutico neoadyuvante, se observdO una respuesta patoldégica completa
después del tratamiento en los pacientes que presentaban un porcentaje de TIL's mayor,

antes de la administracion del farmaco.

Cho (2003) y colaboradores, en un trabajo realizado en carcinoma epidermoide
esofagico, donde evaluaron la expresion de LTCD4+ y CD8+ intratumoral, relacionaron
la presencia de estos linfocitos con un mejor prondéstico, concluyendo que los LTCD8+
pueden lisar células tumorales completas y su infiltrado es importante para la respuesta

inmune contra las células tumorales.

Por otro lado, Chen (2020) con su grupo de trabajo, diferenciaron subpoblaciones
de linfocitos T infiltrados en carcinomas de células escamosas orales para determinar los
tipos de tratamiento dependiendo de las células inmunitarias encontradas en el
microambiente tumoral. Asi, identificaron 14 subpoblaciones distintas de células T dentro
de los tumores y 5 en tejidos normales adyacentes al tumor. Entre estas subpoblaciones
encontraron marcadores como TOX (proteina de caja de grupo de alta movilidad de timo)
el cual es un factor que se une al ADN que regula la transicién de CD4+ y CD8+ durante
la seleccion positiva de células T), PDCD1+ (Inhibidor del punto de control inmunitario),
CTLA 4 (identificado como marcador de Tregs CD4+y T CD8+ agotados), PD-1 (proteina
de muerte celular programada). Este grupo de trabajo determino que la presencia de
LTreg CD3+ y LTCD28+ median la evolucion de LTCD8+ y LTCD4+ a la

inmunosupresion.
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En un estudio realizado por Pascalau (2021) y colaboradores mencionan que el
pronéstico de una neoplasia no se relaciona con una subclase en especifico, mas bien,
con las proporciones de estas subclases. Ellos mencionan que en carcinoma de colon y
recto una relacion CD8+/Treg aumentada, reduce la tasa de mortalidad en un 70%;
mientras que linfocitos pertenecientes a poblaciones de CD4+, Foxp3 y Treg favorecen

el desarrollo y progresion tumoral.

Sin embargo, en ambos grupos el cambio en el porcentaje de TILs no tiene
significancia estadistica, lo cual se puede deber al nimero de pacientes tratados.

Considerando estos puntos el aumento de TIL s después del tratamiento se podria
describir como favorable para el pronéstico del paciente; sin embargo, seria
indispensable definir el tipo de linfocitos y sus subclases que se encuentran infiltradas
entre las células tumorales y su microambiente para poder definir de manera mas precisa

el prondstico del paciente.

6.5 Evaluacién del porcentaje de Apoptosis y expresiéon de Cox-2

En las Tablas 7 y 8, se observan los resultados del area en micras cuadradas (u?)
gue presentaban sefial positiva en el analisis de las IHQ por paciente. En las Graficas 2
y 3 se puede observar la diferencia del area en p? entre la expresion de caspasa-3 y Cox

2 antes y después del tratamiento.

Tabla 7. Expresion de caspasa-3 por paciente Gréfica 2. Expresion de caspasa-3 por paciente
antes y después del tratamiento. antes y después del tratamiento.
PROMEDIOS CASPASA-3 EXPRESION DE CASPASA-3
PRE- POS -
PACIENTE TRATAMIENTO TRATAMIENTO 90000
80000
GPO CASIIGLY W2 p 70000
P4 1717.33 26007.09 60000
P6 20996.69 71839.22 Sgggg
P7 1032.37 78884.53 ;oooo
P9 53212.54 31542.15
- 20000
GRUPO CONTRO 10000 I
P1 1717.33 7300.93 0 — _ - _
P2 762.697 30756.95 PACENTE PA P6  P7 P9 PL P2
P8 1474.91 12642.71
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En el caso de la expresion de caspasa-3 (Tabla 7), el 75% de los pacientes del
grupo experimental presentd aumento de su expresion, mientras que en el grupo control
todos los pacientes presentaron este incremento. En la expresion de Cox-2 (Tabla 8), el
75% de los pacientes tratados con Cas ligly no presentaron disminucién de esta enzima,
mientras que el 100% de los animales tratados con Cimicoxib tuvieron reduccion de la

expresion de la misma.

Tabla 8. Expresion de Cox-2 por paciente antes y Gréfica 3. Expresion de Cox-2 por paciente antes

después del tratamiento. y después del tratamiento.

PROMEDIOS COX 2

Grupo Cas llgl Grupo Control
PACIENTE PRE- POS - ° & P
TRATAMIENTO | TRATAMIENTO 8 w 0
GPO CASIIGLY
w w
P4 1240.28 10488.88 60000.00
P6 16911.70 19870.65 £0000.00
P7 27560.77 67160.27 ‘
P9 17571.93 9222.06
20000.00
GRUPO CONTROL
P1 19957.51 243.77 0.00
P2 50338.56 42.10 P4 P6 P7 P9 P1 P2 P8
P8 53935.00 22091.00
PRE ®POS

En la Tabla 9 se puede observar que, en el caso del grupo experimental después
del tratamiento, se encontré un aumento de 2.4 veces el valor inicial de la expresion de
caspasa-3 y un aumento de 1.6 veces el valor inicial de Cox-2. En el grupo control se
evidencié un aumento de mas de 13 veces el valor inicial en la expresion de caspasa-3y
una disminucion de un 82% de la expresion de Cox-2. En ambos grupos, la diferencia
entre los resultados pre-tratamiento y post-tratamiento y entre los dos grupos, no es
estadisticamente significativo. A pesar de esto, el grupo de Cas ligly tuvo un aumento de
la expresion de Cox-2 en la mayoria de los pacientes, lo que no es favorable para el

prondstico.

38



Tabla 9. Analisis estadistico para la expresién de caspasa-3y Cox 2.

Grupo Cas ligly Grupo Control
- % ] % ] ] % %
Area p2 Area p2 A Area p2 Srea p2 )
Variable ':;E“ Positividad ;’i’as# Positividad ':Z Ll r:;E“ Positividad a;eg‘s‘; Positividad | Areap2A 2%
PRE POST PRE POST
CAS3 | 19239.73 2.56 52068.24 6.95 1.70 |0.144| 131831 0.17 16900.20 225 11.81 0.109 | 1.00
coX2 | 15821.17 211 26685.46 3.56 068 |0.273| 4141035 5.53 7458.95 0.99 -0.81 0.109 | 1.00

(PRE) Pretratamiento, (POST) Postratamiento, (A) Delta, (u2) micras cuadradas, (P) significancia. Prueba de Wilcoxon y U de Mann-Whitney. p<0.05.

N=7

En el estudio realizado por Zhang et al. (2006), hablan sobre la relacion negativa
gue existe entre la expresion de caspasa-3 y Cox-2. Evaluaron la presencia de caspasa-
3 y Cox-2 por medio de Inmunohistoquimica y Western Bloty encontraron que en las
muestras donde se expresaba mas caspasa-3, la expresion de Cox-2 era menor y a la

inversa.

En un estudio realizado por Pestili et al. (2001), se encontré que la expresion de
Cox-2 era mayor en queratinocitos neoplasicos que en los sanos. En esta misma
investigacion también se menciona que en investigaciones recientes se ha demostrado
que TP53 causa una marcada disminucién en la expresion de Cox-2 en fibroblastos de
ratdn y que la radiacién de rayos UVB en la piel de los ratones induce mutaciones del
gen. Este grupo de trabajo también indica que el uso de inhibidores especificos de Cox-

2 reduce el desarrollo de tumores inducidos por radiacion UV de piel en ratones sin pelo.

En una revision bibliografica realizada por Shaker et al. (2018), se menciona como
los agentes inflamatorios contribuyen a promover la carcinogénesis de los carcinomas
orales debido a que la inflamacion crénica promueve la presencia de mediadores
inflamatorios como Cox-2/PGE2 que apoyan la incidencia, progresion e invasion de los

tumores.

Diaz et al. (2009) mencionan que la sobreexpresion de Cox-2 produce inhibicion
de apoptosis y promueve la mitogénesis por la produccion de prostaglandina y la actividad
peroxidasa de Cox-2. Por otro lado, Eunice et al. (2012) asociaron la sobre-expresion de
Cox-2 con la gravedad de la enfermedad y un periodo de supervivencia mas corto.
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Cox 2 utiliza al acido araquidénico (AA) para formar prostanoides como la
prostaglandina (PG) el cual es un mediador biolégico esencial del proceso de inflamacion
y como se menciond anteriormente la sobreexpresion de ésta promueve la
carcinogeénesis de los queratinocitos. Por este motivo se sugiere que los pacientes del
grupo control tratados con Cimicoxib presentaron mayor expresién de caspasa-3 y menor
de Cox-2, lo que concuerda con la revisidon previamente descrita por Zhang et al. (2006),
Diaz et al. (2009), Eunice et al. (2012), Shaker et al. (2018). Moon et al. (2020).

6.6 Volumen tumoral

Se realiz6 el registro de los volimenes tumorales antes y después de la

administracion de los tratamientos (Tabla 10).

Tabla 10. Volumen tumoral antes y después del tratamiento de cada grupo.

Volumen
Tumoral
(cm?)
Paciente  Tratamiento Longitud Ancho Profundidad (L*A*P*Pi/6)
Grupo
experimental

P4 Pre 1.3 1.3 0.2 0.18

Pos 1 1 0.1 0.05

P6 Pre 2 13 0.1 0.14

Pos 1.5 1 0.1 0.08

P7 Pre 4 4 0.1 0.84

Pos 4 3.5 0.1 0.73

P9 Pre 2.4 2.3 0.1 0.29

Pos 2.6 2.2 0.1 0.30
Grupo
control

P1 Pre 8.3 7.6 2.5 82.57

Pos 8.1 5.9 1.5 37.53

P2 Pre 6.5 4.5 2 30.63

Pos 6.2 4.3 1.5 20.94

P8 Pre 3.8 3.7 1.7 12.52

Pos 3.8 3.6 1.6 11.46

(L) Largo, (A) Ancho, (P) Profundo, (Pi) 3.1416. p<0.05. N=7.
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En la Tabla 11 se muestra el cambio del volumen tumoral antes y después del
tratamiento, asi como el analisis entre ambos grupos utilizando un analisis de Wilcoxon

para muestras relacionadas y prueba de U de Mann-Whitney. p<0.05. N=7.

En ambos grupos hubo disminucién del volumen tumoral; sin embargo, la
disminucién fue mas evidente en el tratamiento control que en el grupo experimental. Este
hallazgo se puede relacionar con el evidente aumento de la expresion de caspasa-3. Al
determinar el valor de P para las Deltas de ambos grupos, se determiné que
estadisticamente no habia significancia (Tabla 11).

Tabla 11. Analisis estadistico del volumen tumoral entre ambos grupos.

Vol. Pos-
vol. Pre- tratamiento p A P A Casligly
tratamiento(cm3) (cm?) vs Cimicoxib
Cas ligly 0.36 0.33 0.686 -0.08 1.00
Cimicoxib 41.91 23.31 0.11 -0.44

(p) Significancia, (A) Delta. p<0.05. N=7.

Por otra parte, haciendo una clasificacion del Grado de regresion de RECIST
ambos grupos se clasifican como Enfermedad estable (SD). Sin embargo, en ambos
grupos se observé una disminucién del tamafio de la lesién y un aumento del porcentaje
de expresion de caspasa-3 por lo que se puede determinar que si presentaron regresion.
De igual manera también se puede identificar la relacion negativa que se observa entre
la expresion de caspasa-3 y Cox-2. Con este andlisis se comprobé que el tratamiento con
Casiopeinas promueve la apoptosis de queratinocitos neoplasicos. Sin embargo no tiene
un efecto en Cox-2, mientras que el tratamiento con Cimicoxib si promueve la expresion

de caspasa- 3 e inhibe la expresion de Cox 2.

Dados los resultados obtenidos, se podria indagar en el uso de ambos
tratamientos de manera sinérgica ya que ambos actian de manera diferente al promover

la regresion tumoral en CCE.
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VII. CONCLUSIONES

En la evaluacion hematoldgica de los pacientes de ambos grupos, se demostré
gue los animales del grupo experimental tienden a presentar linfopenia. Sin embargo, las
diferencias observadas en los resultados del hemograma y quimica sanguinea entre

ambos grupos, no presentan diferencias estadisticamente significativas.

Clinicamente no se observo que la aplicacion de tres dosis cada 24 h de Cas ligly
a dosis de 35 mg/m?, tengan un efecto dafiino en la funcién renal, hepatica, ni el estado
hematologico del paciente.

Los resultados de los estudios de hemograma y quimica sanguinea entre ambos

grupos, no presentaron diferencias estadisticamente significativas.

En el caso de la evaluacién del porcentaje de TILs se concluyé que el grupo
experimental no presentdé aumento, mientras que en el grupo control tratado con

Cimicoxib si se observd un incremento.

En el andlisis de los resultados de IHQ, se puede concluir que en el caso del grupo
de Cas ligly se encontr6 un incremento en la tasa de apoptosis en los queratinocitos
neoplasicos. Sin embargo, el efecto en la expresion de Cox 2 no esta del todo claro ya

gue en mas de la mitad de los pacientes no se observé disminucion de su expresion.

Por otra parte, en los pacientes del grupo control tratados con Cimicoxib se
determindé un mayor aumento en el porcentaje de expresion de caspasa-3, que en el

grupo experimental y una disminucién marcada en la expresion de Cox-2.

En los resultados de la evaluacion del volumen tumoral se observd una
disminucién mas evidente de la masa tumoral en el grupo control. En este grupo, se
identific6 un aumento de 13 veces mas el valor inicial en la expresion de caspasa 3y
disminucién de la expresion de Cox 2, lo cual junto con el resultado del volumen tumoral

indica que existe cierto grado de regresion tumoral.
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IX. APENDICE
9.1 Lugar y condiciones de realizacion de estudio
Los procedimientos quirdrgicos y la administracion de los tratamientos se
realizaron con la colaboracion de dos instituciones: 1) Hospital Veterinario de
Especialidades en Pequefias Especies (HVEPE), de la Facultad de Ciencias Naturales

de la UAQ; y 2) clinica veterinaria particular Vet-101.

Las pruebas hematoldgicas se realizaron en laboratorios de andlisis clinicos particulares
y las pruebas moleculares en las instalaciones del Llaboratorio de Biologia Celular de la

Facultad de Ciencias Naturales de la UAQ.
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9.2 Colaboracién de clinica particular Vet 101.

Santiago de Querétaro, Qro., a 02 de enero del 2021.

MIVZ. Sylvia Teresa Limones Luna

Responsable de la Clinica Veterinaria Vet-101

Por medio de la presente, me permito solictar a la dinica Vet-101 su colaboracion para el desarrollo
del proyecto de investigacion titulado “Evaluacion de COX-2 y apoptosis sobre |a regresion tumoral
del CCE en caninos domésticos tratados con Casiopeina llgly®, el cual estoy dirigienda y es parte de
la tesis de maestria de la MVZ Sandra Patricia Rodriguez. Dicha investigacidn se encuentra aprobado
por el Comité de Bioética de la Facultad de Ciencias Naturales, UACQ.

Dicho proyecto consiste en la administracion de un quimioterapéutico sintético disefiado vy
patentado porla Dra. Lena Ruiz Azuara de la facultad de Quimica de la UMAM llamado Casiopeinas®.
El férmaco se encuentra en fase | para su uso dinico en humanos y nuestra intencidn es aplicarlo en
la medicina veterinaria. Debido a ello, solicitamos el apoyo de la clinica Vet-101 para la captacion
de 10 pacientes que presenten carcinoma de células escamosas en piel v unos de las instalaciones
para la aplicacion de los tratamientos.

5in mas por el momento y agradeciendo el tiempo presentado a la presente quedo a sus drdenes
para cualguier comentario.

Atentamente

WIVZ. MSPAS Paola Jazmin Aranda Vargas
Profesor Investigador
Facultad de Ciencias Naturales
Universidad Autonoma de Querétaro.
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9.3 Colaboracion de Hospital Veterinario de Pequefias Especies de la Universidad

Autonoma de Querétaro.

Santiago de Querétaro, Qro., a 4 de noviembre del 2020.

MVZ. Martha Noria Sanchez
Responsable administrativo del HVEPE
Facultad de Ciencias Naturales, UAQ.

Por medio de la presente, me permito solicitar al Hospital Veterinano de Especialidades en
Pequenas Especies (HVEPE) de la Facultad de Ciencias Naturales, su colaboracion para
el desarrollo del proyecto de investigacion titulado "Evaluacion de COX-2 y apoptosis sobre
la regresién tumoral del CCE en caninos domeésticos tratados con Casiopeina®ligly”, el cual
estoy dirigiendo y es parte de la tesis de maestria de la MVZ Sandra Patricia Rodriguez.
Dicha investigacion se encuentra aprobado por el Comité de Bioélica de la Facultad de
Ciencias Naturales, UAQ. Del mismo modo, hago referencia a que el MVZ. MSPAS. Orlando
Federico Chavez Moreno es colaborador de este proyecto.

Dicho proyecto consiste en la administracién de un quimioterapéutico sintético disefiado y
patentado por la Dra. Lena Ruiz Azuara de la facultad de Quimica de la UNAM llamado
Casiopeinas®. El farmaco se encuentra en fase | para su uso clinico en humanos y nuestra
intencion es aplicarlo en la medicina veterinaria. Debido a ello, solicitamos el apoyo del
HVEPE para la captacion de 10 pacientes que presenten carcinoma de células escamosas
en piel, asistencia técnica por parte de los médicos veterinarios y uso de las instalaciones
para la aplicacion de los tratamientos.

Sin mas por el momento y agradeciendo el tiempo prestado a la presente quedo a sus
ordenes para cualquier comentario.

®

LA

MVZ. MSPAS. Paofa Jazmin Aranda Vargas 09 v, 2779
Profesor-investigador
Facultad de Ciencias Naturales
Universidad Auténoma de Querétaro \ E C I B I DO
AT =

C.c.p. Dr. José Guadalupe Gémez Soto. Coordinador de la Licenciatura en Medicina Velerinaria y Zootecnia.
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9.4 Consentimiento informado para el tutor del paciente.

CARTA DE CONSENTIMIENTO INFORMADO

En Santiago de Querétaro, a dé de
Yo, con
domicilio
Propietario de , especie
Sexo , raza ., edad

He leido v comprendido la informacion anterior y mis preguntas han sido respondidas de manera
satisfactoria. He sido informado vy entiendo que los datos obtenidos en el estudio pueden ser
publicados o difundidos con fines cientificos. Convengo en parficipar en este estudio de
investigacion. Recibiré una copia firmada y fechada de esta forma de consentimiento.

Autorizo a los MSPAS. Paola Jazmin Aranda Vargas y MSPAS. Orando Chavez Moreno a la
realizacion del procedimiento experimental, comprendiendo el significado de los riesgos, teniendo
conocimiento de que este consentimiento puede ser revocado en cualquier momenta.

Firma propietaria MSPAS Sandra Patricia Rodriguez

MSPAS. Orlando Chavez Moreno Firma Testigo Firma Testigo

INVESTIGADOR O REPRESENTANTE

He explicado al Sr (a). la
naturaleza o propdsitos de la investigacion le he explicado acerca de los riesgos v beneficios que
implica su participacion. He contestado a las preguntas en la medida de lo posible y he preguntado
5i tiene alguna duda.

Una vez concluida la sesion de preguntas y respuestas, se procedio a firmar el presente documento.

Firma investigador o representante
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9.5 Carta revocacion del consentimiento.

CARTA DE REVOCACION DEL CONSENTIMIENTO

EVALUACION DE CICLOOXIGENASA 2 Y APOPTOSIS SOBRE LA REGRESION TUMORAL
DEL CARCINOMA DE CELULAS ESCAMOSAS EN PERROS TRATADOS CON CASIOPEINA®
IGLY.

MVZ SANDRA PATRICIA RODRIGUEZ
UNIVERSIDAD AUTONOMA DE QUERETARO

Santiago de Querétare, Qro., a__ de del

Mombre del propietario

Mombre del perro

Por este conducto deseo informar mi decision de refirarme de este protocolo de investigacion

por las siguientes razones (opcional):

Firma del propietario

Testigo 1

Testigo 2
G50 MSPAS Crlando Federico Chavez Moreno
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