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Expresion de catepsina D en cancer
mamario canino y su asociacion a
otros factores de mal pronéstico

Marcela Edth Pereira, Maria de las Mercedes Fidanza, Joaquin Artese, Sebastian Gonzalez

Hospital Escuela Facultad de Ciencias Veterinarias, UBA. Chorroarin 280. CABA, Republica Argentina.

RESUMEN

El objetivo del presente trabajo fue in-
vestigar la expresion de Catepsina D y su
relacién con otros factores de mal pronds-
tico en cancer mamario canino. Se trabajo
con cortes histopatologicos de tejido neo-
plasico mamario maligno para evaluar por
inmunohistoquimica la expresién de Ca-
tepsina D, el estado de los receptores para
estrogenos (RE) y progesterona (RP), la
sobreexpresion del proto-oncogén Herb2-
Neu, el estado del p53 y la expresion del
antigeno Ki67. El 43,48 % presentaron
expresion positiva para Catepsina D con
una mediana de supervivencia de 280 dias
significativamente menor (p = 0,025) al
grupo con expresion negativa con una so-
brevida de 990 dias. En el 70 % de los pa-
cientes con expresion positiva para Catep-
sina D se observé compromiso ganglionar
y metastasis, una correlacioén positiva entre
los resultados obtenidos de evaluar la ex-
presion de Catepsina D, la expresion del
gen mutante p53, la marcaciéon de Ki67
y la sobreexpresion de Herb2-Neu (p =
0.0001) y una correlacién negativa con los
resultados obtenidos de la marcacion de
receptores hormonales (p = 0.001). Esta
patologia requiere de la permanente bus-
queda de marcadores que contribuyan a
predecir su comportamiento bioldgico y
su evolucidn clinica y que permitan eva-
luar posibles estrategias terapéuticas.

INTRODUCCION

El cancer de mama es un padecimiento
heterogéneo que requiere de la perma-
nente basqueda de marcadores que con-
tribuyan a predecir el comportamiento
biolégico del tumor, a reconocer pacientes
con alto riesgo de recurrencia y muerte, y
a evaluar posibles alternativas terapéuticas.
La modalidad terapéutica mas conveniente
en cada caso se basa en el estudio de facto-
res prondsticos, variables que relacionadas
con el paciente, el tumor o el tratamiento,
influyen de forma independiente sobre la
evoluciéon de la enfermedad y en la su-
pervivencia total, en el tiempo libre de
recaida y en la respuesta al tratamiento’.
Tanto en Medicina Humana como
en Medicina Veterinaria cobran impor-
tancia prondstica la evaluacion del estado
de los receptores para estrogenos (RE) y
progesterona (RP), la sobreexpresion del
proto-oncogén Herb2-Neu, el estado del
P53,y la expresion del antigeno Ki67%343.
Mientras que la presencia de receptores
hormonales (RE-RP) se asocia a mayor
supervivencia y menores posibilidades de
recidivas, la sobre-expresion del proto-on-
cogen Herb2-Neu se asocia a incremen-
tos en las tasas de proliferacion, compor-
tamientos mas agresivos, independencia
hormonal y, en algunos estudios, aumento
de la resistencia a la quimioterapia. Estos
marcadores y su correlacién han sido evi-
denciados en los adenocarcinomas simples
y sus variantes, los carcinomas mixtos ma-
lignos y los carcinomas inflamatorios®.
La mutacién del gen p53 y la expresion



de altos porcentajes de Ki67 se asocian a
tumores mamarios con altos grados histo-
l6gicos, elevados indices de proliferacion
y receptores hormonales negativos con
corta sobrevida global y libre de enferme-
dad2,3,4,5,7,8.

Por otro lado la Catepsina D es so-
breexpresada y secretada por algunos tu-
mores de mama. Es una proteasa lisosomal
dependiente de estrogenos que se sintetiza
en tejidos normales. Su precursor protei-
co (pro-catepsina D) tiene actividad mi-
togénica y en un ambiente dcido ocasiona
proteolisis de membranas basales, por lo
que se ha postulado que esta enzima favo-
receria la invasion y el desarrollo de metas-
tasis. La Catepsina D estd localizada en los
lisosomas y fagolisosomas de las células de
tumores mamarios y en macrofagos que se
pueden encontrar en estos tejidos, como
parte del infiltrado inflamatorio*”*!”. Se ha
observado que la Catepsina D se expresa
menos en el carcinoma in situ que en el in-
vasor y que por lo tanto estaria relacionada
con el caricter invasivo del cincer y con
una mayor tendencia a producir metastasis.
Niveles altos de esta enzima se encuentran
en un tercio de los carcinomas mamarios
en donde su sobreexpresion estd asocia-
da con un alto riesgo de recidiva y baja
sobrevida, principalmente por su relacién
con el compromiso ganglionar*”*!°. Por
otro lado la existencia de sitios de union
de ADN de p53 en la secuencia promoto-
ra del gen que codifica la catepsina D deja
en evidencia la relacion directa entre la
expresion de p53 y catepsina D**7. El gen
p53 es importante en el control del ciclo
celular y la apoptosis. Es un gen supresor
que se encuentra en el cromosoma 17 y
codifica una proteina nuclear de 53 Kd. La
funcién del p53 en estado normal es la de
regulacion del ciclo celular ante un dafio
del ADN, por lo que se le ha denominado
guardian del genoma. Cuando el ADN se
dafia, el p53 se acumula en el ntcleo, y es
capaz de detener el ciclo celular en G1
antes que se duplique el ADN e iniciar su
reparacion. La p53 va a inducir la sintesis
de proteinas inhibidoras de los complejos
ciclina-CDKs, bloqueando el ciclo celu-
lar. Si se repara la lesion el ciclo continda,
de lo contrario se induce la apoptosis de
la célula. La alteracién de la proteina p53
produce inestabilidad genémica. Las cé-
lulas son incapaces de evitar la prolifera-

cién o activar la apoptosis de manera que
acumulan mutaciones que conducen a la
carcinogénesis. Las mutaciones del P53 se
encuentran en aproximadamente la mitad
de los tumores humanos malignos. Son
fundamentalmente mutaciones por susti-
tucidn, en las que se cambia un aminoaci-
do. En Medicina Humana el p53 aparece
mutado en el 40 % de los carcinomas de
mama mientras que en Medicina Veteri-
naria entre el 15 y el 30 % de los tumores
mamarios caninos presentan el gen mu-
tado como signo de mal prondstico rela-
cionado con diseminacién y metastasis*®.

La incorporacién de marcadores tu-
morales a los estudios realizados de ruti-
na permitira identificar pacientes de alto
riesgo que s6lo tendrin posibilidades de
supervivencia a expensas de terapéuti-
cas muy agresivas, que generalmente van
acompanadas por una gran morbi-morta-
lidad, y por otro lado evitard sobretrata-
mientos en pacientes de bajo o moderado
riesgo y dard lugar a la investigacion de
nuevos tratamientos en pacientes con ca-
racteristicas comparables.

El objetivo del presente trabajo fue
investigar la expresiéon de Catepsina D y
su relacidon con otros factores de mal pro-
noéstico en cancer mamario canino.

MATERIALES Y METODOS
Muestras

Se trabajé con 23 pacientes caninos con
tumores de mama malignos confirmados
por histopatologia, provenientes del Ser-
vicio de Oncologia General de la Facultad
de Ciencias Veterinarias-UBA.

Histopatologia

Las muestras de tejido mamario fueron
fijadas en formalina bufferada al 10 % y
procesadas por el método histolégico
convencional, que consiste en la deshi-
dratacién en alcoholes ascendentes y su
inclusion en parafina. Posteriormente los
cortes de 5 um, se tifieron con hematoxi-
lina-eosina.

Inmunohistoquimica
Anticuerpos monoclonales utilizados
* Anticuerpo monoclonal de ratén an-
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FIGURA 1. Catepsina D.

FIGURA 2. Ki67.

FIGURA 3. Herb2Neu.

ti-p53 (clon EP9, Cell Marque, Roc-
kling, CA, USA).

¢ Anticuerpo monoclonal de ratén an-
ti-catepsina D (clon D-5, Santa Cruz,
Biotechnology, CA, USA).

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

* Anticuerpo monoclonal de conejo
anti-receptor de progesterona (RP
clonY85, Cell Marque, Rockling, CA,
USA)).

¢ Anticuerpo monoclonal de ratén anti-
Herb2-Neu (c-erbB-2) (clon CB-11).

¢ Anticuerpo monoclonal de ratén anti-
Ki67 (clon SP6, Cell Marque, Roc-
kling, CA, USA.).

Procesamiento de las muestras

Para la deteccion de p53, receptores hor-
monales, Herb2-Neu y Ki67 las secciones
de tejido fueron desparafinadas y rehidra-

tadas. Para la recuperacién antigénica se
utilizé la técnica recuperacion de epitopes
inducida por calor (HIER) utilizando el
reactivo Trilogy de Cell Marque lo que
permitid el desparafinado, rehidratacion y
recuperacion antigénica en forma simul-
tinea. Luego los portaobjetos se lavaron
con agua destilada y se incubaron con el
anticuerpo primario (diluciéon 1:100) du-
rante 1 hora a temperatura ambiente, y se
lavaron con Tris-solucién salina bufterada
(TBS). El anticuerpo secundario (Cell
Marque, Rockling, CA, USA) se aplico
durante 10 minutos y lavados nuevamente
con TBS. El color fue desarrollado a los 5
minutos de incubacién con el cromdgeno.
Por Gltimo, las muestras fueron deshidrata-
das y cubiertas con un portaobjetos. Para
la deteccion de Catepsina D las secciones
de tejido fueron desparafinadas y rehidra-
tadas. Se realizé tratamiento térmico para
la recuperacidn antigénica utilizando tam-
pon de citrato de sodio 10 mM apH 6.0y



Tabla 1. Interpretacion: patron de tincion para Catepsina D, p53 y receptores hormonales.

Interpretacion

0 Negativo Baja positividad: menos del 10%

1 Positivo Alta positividad: mas del 10%

Tabla 2. Interpretacion: patrén de Tinciéon para Herb2-Neu.

0 Negativo No se observa tincion o la tincién en membrana es en menos del 30% de las células tumorales
1 Negativo Tincién levemente perceptible en mas del 30% de células. Se tifie parte de la membrana celular
2 Positivo Tincion leve/moderada de la membrana completa en mas del 30% de las células tumorales

3 Positivo Tincién intensa en la membrana completa en mas del 30% de las células tumorales.

Tabla 3. Interpretacién: patrén de Tincién para Ki67

Interpretacion

1 Negativo Baja positividad: entre el 11 y el 39%

2 Positivo Alta positividad: entre el 40 y el 65%

a 95 °C durante 5 minutos. Posteriomente
se lavaron con agua desionizada. Luego se
incubaron con el anticuerpo primario (di-
lucién 1:100) durante 1 hora a temperatu-
ra ambiente, y se lavaron con Tris-solucioén
salina bufferada (TBS). El anticuerpo se-
cundario (Santa Cruz, Biotechnology, CA,
USA) se aplicé durante 10 minutos y la-
vados nuevamente con TBS. El color fue
desarrollado a los 5 minutos de incubaciéon
con el cromodgeno. Por Gltimo, las muestras
fueron deshidratadas y cubiertas con un
portaobjetos.

Evaluacién de la inmunomarcacion

Las muestras fueron evaluadas simultinea-
mente por dos observadores, primero a
bajo aumento (X40) y luego a gran au-
mento (x100) para el recuento. Se evalua-
ron 3000 células tumorales y se calculd el
porcentaje de células con expresién posi-
tiva para Catepsina D, p53, receptores hor-
monales, Herb2-Neu y Ki67 sobre el total

de células tumorales evaluadas (Figuras 1,
2y 3). Los resultados se interpretaron se-
gtn las Tablas 1,2 y 3.

Analisis estadistico

Se realizé un andlisis descriptivo de la si-
tuacién con medidas de posicion y con el
estudio de las frecuencias de distribucion.
Para evaluar sobrevida global se emple6 el
método estadistico de anilisis de supervi-
vencia de Kaplan Meier. La comparacidon
entre ellos se realizd mediante el test de
Logrunk y Cox-Mantel, considerdndose
significativos los p menores o iguales a
0.05. Se analizé la correlacidn entre los
resultados obtenidos de la marcacién de
Ki67, Herb2-Neu, receptores hormona-
les, p53 y de Catepsina D utilizando el
coeficiente de correlacién de Spearman,
considerandose significativos los p meno-
res o iguales a 0.05.
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RESULTADOS

Del total (n = 23) de muestras histopa-
tologicas pertenecientes a pacientes con
tumores mamarios malignos el 43,48 % (n
= 10/23) presentaron expresion positiva
para Catepsina D y el 56,52% (n = 13/23)
presentaron expresion negativa. El grupo
de pacientes con expresiéon positiva para
Catepsina D presenté diferencias significa-
tivas con relacién al grupo con expresion
negativa, con una mediana de supervi-
vencia de 280 y 990 respectivamente (p =
0.025) (Figura 4).Al relacionar presencia o
ausencia de compromiso ganglionar y me-
tastasis con la expresion de Catepsina D se
observé que el 70 % de pacientes del gru-
po con expresion positiva para Catepsina
D (n = 7/10) presentaron compromiso
ganglionar y metastasis, mientras que solo
el 15,38 % de pacientes del grupo con ex-
presién negativa para Catepsina D (n =
2/13) presentaron compromiso ganglionar
y metastasis. De la evaluacién de los demas
factores en estudio se observd expresion
positiva en 18/23 (78,3 %) para p53, en
12/23 (52,2 %) para Ki67, en 5/23 (21,7
%) para ER,RP o ambos y en 12/23 (52,2
%) para Herb2-Neu. En el grupo con
expresion positiva para Catepsina D con
compromiso ganglionar y metastasis (n =
7/10) se observd una correlacion positiva
entre los resultados obtenidos de evaluar la
expresion de Catepsina D, la expresion del
gen mutante p53, la marcaciéon de Ki67
y la sobreexpresion de Herb2-Neu (p =
0.0001) y una correlacién negativa con los
resultados obtenidos de la marcacion de
receptores hormonales (p = 0.001).

CONCLUSIONES

En concordancia con la bibliografia con-
sultada, la expresion de catepsina D se aso-
ci6 a corta sobrevida global, alta capacidad
invasiva del tumor dada por su actividad
proteolitica y promotora del crecimiento
que asociada a la expresion de p53, favo-
reci6 el compromiso ganglionar y la po-
sibilidad de metastasis*>. En los casos con
expresidn positiva para Catepsina D se
observé una correlacion positiva entre la
expresion del gen mutante p53 y la marca-
ci6n del Ki67, ya que el gen p53 se consi-
dera un regulador negativo del crecimien-

to celular y el antigeno Ki67 identifica las
células proliferantes*>”%. Cuanto mayor es
la presencia del antigeno Ki67, mas agresi-
vo es el tumor, con mayor invasion vascu-
lar y posibilidad de metastasis mientras que
la pérdida de la funcién supresora del gen
P53 activa el crecimiento celular aumen-
tando el riesgo de progresion de la neo-
plasia*>78. La expresion de Catepsina D,
del gen mutante p53 y del antigeno Ki67
se correlacionaron en forma positiva con
la sobreexpresion del Herb2-Neu lo cual
también implica un mal prondstico, por su
asociacion a altos niveles de proliferacion
celular*>*3. También acorde a lo reporta-
do en Medicina Humana y Veterinaria, se
observd una correlacioén negativa entre la
expresion de receptores hormonales y la
expresion de p53, Herb2-Neu y Ki67 en
relacién al grupo de pacientes con tumo-
res malignos®>>*¢. No obstante se requiere
de mas estudios que involucren un mayor
numero de pacientes y que validen dichos
hallazgos.
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