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RESUMEN

El desarrollo de neoplasias es comiin en animales de compaiiia presentandose de un 15-30%
en perros. Actualmente, uno de los genes estudiados en cancer en humanos es el gen del
Tumor de Wilm’s (WT1), el cual ha sido reconocido como biomarcador asociado a
malignidad, quimioresistencia y mal prondstico en diversos tipos de neoplasias y ha sido
utilizado como blanco terapéutico, donde su silenciamiento resulta en una disminucion en la
proliferacidn de células cancerosas, aumento de la sobrevivencia, induccién de muerte celular

y quimiosensibilizacion.

En el presente estudio se analizé la expresion de WT1 en 50 neoplasias caninas que se
desarrollan en tejidos como glandula mamaria, vulva, escroto, bazo, prepucio, region de la

cabeza y cuello.

La mayor frecuencia de neoplasias (58%) se encontro en el grupo de 11 a 15 afios, siendo las
hembras las més afectadas (62%). La mayor frecuencia de neoplasias se encontrd en caninos
Mestizos con un 22%. y en relacién a los canes de raza, el Poodle resulté la més afectada

(20%).

Se encontr6 expresion de WT1 en el 76% (38/50) de las muestras de tumores analizadas. En
la correlaciéon de la expresion de WT1 con el tipo histopatolégico, se observé mayor
expresion en tumores malignos en regiones de bazo con un promedio de densidad/pixel de

9791.98 , glandula mamaria con 30407.85 y cuello 7739.35.
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1. INTRODUCCION

El cancer se entiende como el desarrollo de alteraciones genéticas que nos otorgan
crecimientos y diseminacion anormal de células en un organismo. A nivel mundial en el afio
2015 se reportaron 8.8 millones de muertes por el cancer en humanos. (Hernandez-Garcia, et

al., 2018).

Los tipos de cancer a nivel mundial mds comunes en humanos y de alta mortalidad anual son

de pulm6n, mama, higado, estbmago y colon-recto. (Alarcon, et al., 2015)

En caninos la prevalencia se ha incrementado en los dltimos afios, esto a causa del incremento
real del céncer o por el interés de los propietarios de las mascotas en buscar nuevas

alternativas de diagndstico y tratamiento (Torres Gonzdlez-Chévez, et al., 2015).

Algunas razas de perros como el labrador, poodle y chihuahuefio son mas suceptibles a la
presentacion de tumores malignos, desempefiando las hormonas un papel muy importante en

el desarrollo de neoplasias (De la Cruz et al., 2017).

En Estados Unidos se encuentra el cancer como una de las causas mds importantes para la
muerte de los caninos. De tal modo que se hizo un registro de tumores como es el Califonia
Animal Neoplasm Registry, donde podemos encontrar la epidemiologia, etiologia, patogenia,

tratamiento y prondstico (De la Cruz et al., 2017).

A pesar que la oncologia veterinaria es una especialidad que apenas se estd dando a conocer
a nivel mundial, nos ofrece soluciones de tratamiento y asi mejorar la calidad de vida de

nuestros pacientes, evitando en muchos casos la eutanasia (De la Cruz et al., 2017).



En la actualidad existen marcadores moleculares prondsticos para los tumores en medicina

humana, que poco a poco se han integrado en medicina veterinaria.

Uno de los genes estudiados en humanos es el gen de WT1 o Tumor de Wilm’s, se ve
relacionado en el desarrollo de diferentes 6rganos en el desarrollo embrionario, en sus inicios
fue catalogado como un gen supresor de tumores, sin embargo, en la actualidad se ha
encontrado sobreexpresado en distintos tumores en humanos, y estd estrechamente
relacionado con mal prondstico y la quimioresistencia, por lo que se le conoce como oncogén
(Hernéndez et al., 2004). En humanos se ve sobreexpresado en leucemias y tumores s6lidos

como en cidncer de mama, pulmoén y mesotelioma (Xu et al.,2013).

En caninos la expresion de este gen se ha visto relacionado con un tumor estromal de
cordones sexuales y en linfoma donde su expresion en este tumor indica una resistencia a la
terapia dirigida, lo cual da una pauta para seguir estudiando este gen como un posible blanco

terapéutico (Ichimura et al.,2009; Sakai et al., 2017).

Debido a que hay escasos reportes de la expresion de WT1 y su papel como factor prondstico
en caninos, el objetivo de este trabajo es analizar la expresion de WT1 en diferentes

neoplasias caninas para evaluar su potencial como posible biomarcador.



2. JUSTIFICACION:

La expresion de genes durante diferentes etapas del proceso neopldsico nos permite buscar
biomarcadores que sirvan como blancos terapéuticos para nuevas estrategias de terapia

génica.

En humanos, WT'I ha sido considerado como un biomarcador y blanco terapéutico para
diferentes tipos de tumores. En caninos, no se ha analizado la asociacion entre la expresion
de WTI y el desarrollo de neoplasias, para determinar su potencial como biomarcador y

futuro blanco para el establecimiento de nuevas estrategias terapéuticas en cancer.



3. HIPOTESIS

En caninos, WT'I se encuentra sobre expresado en neoplasias malignas asociado a estadios

tumorales avanzados y metastasis.

4. OBJETIVO

4.1 Objetivo general

Analizar la expresion de WT1 en diferentes neoplasias caninas para evaluar su potencial

como posible biomarcador.

4.2 Objetivos especificos

4.2.1 Realizar el diagnéstico histopatolégico de las muestras de neoplasias en caninos

recolectadas en el HVPE de la FMVZ.

4.2.2 Analizar la expresion de ARNm de WTI1 por PCR en punto final en las muestras de

neoplasias en caninos.

4.2.3 Correlacionar la expresion de WT1 con el tipo histopatolégico de las neoplasias.



5. ANTECEDENTES
5.1 Cancer

El cancer es una enfermedad multifactorial, asociada a alteraciones genéticas y epigenéticas
en las proteinas que regulan el ciclo de proliferacion celular, produciendo una neoplasia. Si
dicha neoplasia continda su divisién celular de tal modo que invade a otros 6rganos se le

conoce como metastasis (Monzon et al., 2011).

Las mutaciones a nivel del genoma pueden ser por delecién, sustitucién o adicién y afectan
a los mecanismos responsables de mantener y reparar el ADN. Estas pueden ser heredadas o
esporddicas, ocasionando en la célula transformaciones fisiolégicas (Meza-Junco et al.,

2006)

Cuando una lesion es identificada como neoplasia, para su clasificacion se utiliza un sistema
binominal. Con este sistema las neoplasias se catalogan en: benignas o malignas y

dependiendo de su lugar de origen en: mesenquimales o epiteliales (De la Cruz et al., 2017).

5.2 Bases moleculares del cancer
5.2.1 Ciclo celular

Es un mecanismo el cual nos permite originar células nuevas. Constituido de dos etapas:
interfase y mitosis (M). La interfase se divide en fase G1, S y G2 y la mitosis en profase,

metafase, anafase, telofase y citocinesis (Monzon et al., 2011).

En la fase G1 ocurre el incremento del tamafio celular y la acumulacion de ATP necesaria
para la siguiente fase, en la fase S se lleva a cabo la replicacion del ADN, en la fase G2 la
célula se prepara para el proceso de mitosis. En la fase M se realiza la separacion del genoma
duplicado durante la fase S y la separacion del citoplasma en el proceso de citocinesis. se
busca que cada célula hija contenga una copia idéntica del ADN. Existen células que entran
en fase de reposo o fase GO y estan tienen la capacidad de permanecer, dias, meses y afios

(Monzon et al., 2011).



Para que esto se lleve a cabo deben existir mecanismos de regulacion de ciclo celular el cual
se encuentra compuesto por dos familias de proteinas: las cinasas dependientes de ciclina
(CDKs), reguladas por la fosforilacién y desfosforilacion en aminodcidos serina y treonina,
y las ciclinas (cdc) estas se unen a las CDKSs y asf activan el dominio cinasa para que se pueda

realizar la fosforilacién de estas y otras proteinas blanco (Monzén et al., 2011).

5.2.2 Alteraciones en las seiiales de crecimiento

Para que una célula siga su proliferaciéon debe sufrir varios mecanismos entre ellos la
alteracion a las sefiales de crecimiento, esto puede ser debido a mutaciones en genes que
codifican las proteinas que participan en las vias de sefializacién, provocando una
proliferacion sostenida. Los protooncogenes son genes que participan en esta via, cuando
mutan son conocidos como oncogenes y codifican oncoproteinas que tendrdn como funcién
de ligandos, receptores de factores de crecimiento, transductores de sefiales citoplasmaéticas

o de transcripcién (Meza-Junco et al.,2000).

Existen proteinas transmembrana con un dominio fijador del ligando y otro dominio
citoplasmatico tirosina-cinasa (receptores asociados a tirosincinasa). En condiciones cuando
un factor de crecimiento se une al receptor, el receptor se dimeriza y esto activa el dominio
citoplasmdtico con actividad de cinasa para que se inicie la cascada de sefalizacion
intracitoplasmatica que activara factores transcripcionales que promoverén la produccién de
RNAm para proteinas que activen la proliferacion celular. En versiones oncogénicas estos
tipos de receptores tienden a realizar una dimerizacién permanente y la activacion de la sefal,

sin la unién del receptor con el factor de crecimiento (Maldonado y Santos, 2006)

Los factores de transcripcion tienen secuencias de aminodcidos especificos que nos permiten
la unién al ADN y de esta forma activar o inhibir la transcripcion de genes que participan en
la proliferacion celular o en el mantenimiento de la integridad del ADN. Las familias Myb,

Myc, Jun y Fos, son los mas comtinmente alterados en los tumores (Monz6n et al., 2011).



5.2.3. Pérdida de las seiiales inhibidoras de crecimiento

Las proteinas participantes en estas sefiales son producto de los genes supresores de tumores.
Los dos mads caracterizados codifican para proteinas pS3 y pRB (Retinoblastoma). Se dice
que para que se presente un tumor, uno de los alelos mutados puede ser heredado y la segunda
mutacién ocurre por algin factor externo. La disminucion de la proteina pS3 a través de
distintos mecanismos se ve relacionada a gran cantidad de cénceres, de igual manera,
mecanismos que activan la fosforilacion de pRB permiten la liberacion del factores
transcripcionales de promueven la sintesis de proteinas que permiten la continuidad del ciclo
celular (proliferacion celular). Por otro lado, WT1 se ha visto relacionada con el tumor de

Wilm’s en el rifién, asi como de mama, pulmon, colon, entre otros (Monzén et al., 2011).

5.2.4 Evasion de la apoptosis

Durante el proceso tumoral, la célula adquiere un fenotipo que se caracteriza por la falta de
respuesta frente a las sefiales de inhibicion por contacto (baja expresiéon o modificacion de la
senalizacion de las Cadherinas a nivel membrana), lo cual la lleva a una proliferacion

incontrolada y permite a la célula sobrevivir (Meza-Junco et al.,2006).

Existen receptores de membrana (receptor para ligando Fas, receptor TNF, receptores de
TRADD) que reciben sefiales externas e inducen muerte celular (apoptosis via extrinseca) y
proteinas que reciben e integran seflales de origen intracelular que promueven la
permeablilizacion de la mitocondria para la salida de factores como el citocromo C (apoptosis
via intrinseca). Ambas vias activan caspasas iniciadoras y convergen en la activacion de las
caspasas ejecutoras (3,6 y 7), que inician una proteoélisis de citoesqueleto, condensacion y
fragmentacion de cromatina, vacualizacion citoplasmaética, obteniendo como resultado

cuerpos apoptéticos que son fagocitados por celular vecinas (Meza-Junco et al.,2006).

Una proteina que inicia el proceso de apoptosis al aumentar es pS53, incrementa la
transcripcion de genes proapoptéticos como Bax. Un disminucuén en la proteina p53 altera

la transcripcién de Bax por ende disminuye la actividad apoptética (Meza-Junco et al.,2006).



5.2.5 Alteracion en la reparacion del ADN

Dentro de la célula existen 6 mecanismos de reparacion de ADN, los primeros actian en una
de las cadenas del ADN: reparacién de desapareamieto de bases (unién deficiente) (MMR,
mismatch repair), reparacion por escision de nucleétidos (NER, nucleotide excision repair),
reparacion por escision de bases (BER, base excision repair) y los que actuan en las rupturas
bicatenarias del ADN; reparacién por recombinacién con cromosoma homélogo (HR), unién

de extremos de tipo no homologo (NHEJ) (Tafurt y Marin, 2014).

La reparacion HR es un mecanismo el cual, el cromosoma dafiado se repara a base del
cromosoma homologo no dafiado, esta reparacion se da pos-replicacion (Tafurt y Marin,

2014).

La reparacion de tipo NER es un mecanismo adaptable donde participan distintas proteinas
que detecta la lesion, remueve los nucledtidos dafiados. Una vez realizado este mecanismo
los nucledtidos faltantes se agregan mediante la sintesis de ADN y posteriormente sellado

por una ligasa (Tafurt y Marin, 2014).

La Reparacion de tipo BER es utilizado para evitar dafios y pérdidas de bases generada por
la presencia de sitios apurinicos o la aparicion de uracilos en el ADN por la deaminacion de
la citocina, y otros proceso donde solo se elimina el nucle6tido dafado y se sustituye por

otro. (Tafurt y Marin, 2014).

5.2.6 Potencial replicativo ilimitado

Para que no ocurra un fenémeno de replicacién descontrolado, existen mecanismos de control
como: la senescencia y crisis celular. La senescencia es el detenimiento de la replicacion. Si
la célula evade la senescencia y continua su replicacion, entra el control de crisis celular que
constituye el acortamiento y fusion de extremos cromosomales (Monzén et al., 2011; Tafurt

y Marin, 2014).

En las células cancerigenas la evasion de la senescencia se lleva a cabo mediante el
entrecruzamiento cromosomal que por recombinacion mantiene una longitud telomérica. Y

la crisis celular ocurre con un aumento de células tumorales junto con aumento de los niveles



de expresion de la telomerasa, la cual es responsable de agregar una secuencia repetida de
TTAGGG en los extremos de los cromosomas, lo que estad relacionado a su agresividad

(Tafurt y Marin, 2014).

5.2.7 Angiogénesis sostenida

Asi como el tejido normal, el tumor necesita de nutrientes y eliminar sus desechos
metabolicos para su supervivencia y proliferacion. Los tumores no pueden aumentar mds de
1 0 2 mm de didmetro si no estdn vascularizados, debido a esto la angiogénesis es una
condicion importante para el crecimiento y metastasis (Monzon et al., 2011; Tafurt y Marin,

2014).

La vascularizacion tisular es regulada por factores proangiogénicos y antiangiogénicos los
cuales son producidos por las células y son secretados para que actien en forma paracrina.
El factor de crecimiento endotelial (VEGF) y el factor de crecimiento de fibroblastos (FGF)
son unos de los principales promotores del angiogénesis. Estos se unen a un receptor de
membrana tipo tirosincinasa ocasionando el crecimiento y alargamiento de ramificaciones
de los vasos sanguineos contiguos. Estos vasos son tortuosos e irregulares carentes de capa

media (Balzano y Diez, 2010).

5.2.8 Invasion y metastasis

El dltimo paso de una célula tumoral es poder salir del sitio de origen y establecerse en otros
sitios para la generacién de nuevos tumores. El tumor primario pierde la cadherina E, lo cual
inhibe la adhesion de las células a otras células, permitiéndole el desprendimiento del tejido,

por otro lado, se detiene la inhibicion por contacto de crecimiento y replicacion celular.

Cuando el gen CDHI1 se ve alterado existe una transicion de la célula epitelial a fenotipo
mesenquimal, lo que le permite al tumor desprenderse e invadir el vaso sanguineo y producir

metdstasis (Balzano y Diez, 2010).



5. 3 Oncologia veterinaria

Es una rama de la medicina veterinaria que estudia los procesos neopldsicos. Ha ido
incrementando con los afios debido a que las mascotas tienden a vivir més afios por la buena
practica en la prevencién, diagnéstico y terapia que controlan con mayor facilidad
enfermedades infecciosas antiguamente que causaban morbilidad y mortalidad (Flores,
1996).

Debido a esto los caninos tienen vidas mdas prolongadas, son expuestos a mayor tiempo a
cancerigenos ambientales y teniendo una respuesta inmunitaria pobre, llegan a presentar
tumoraciones benignas o malignas. Debido a las nuevas terapias en humanos, los propietarios
de los perros se ven envueltos en optar por nuevas alternativas para el tratamiento de la

neoplasia en lugar de optar por la eutanasia (Flores, 1996).

La oncologia veterinaria es una especialidad poco conocida, sin embargo, ofrece soluciones
para mejorar el diagndstico, tratamiento y la calidad de vida del paciente (De la Cruz et al.,

2017).

Las pruebas de sangre, radiografias, ultrasonido, biopsia y su examen rutinario en el

veterinario pueden ayudar a su pronto diagndstico (De la Cruz et al., 2017).
Sintomas que debemos considerar para una posible neoplasia:

e Ulceras persistentes al tratamiento

e Mal olor en alguna herida, aun ya con tratamiento

e Dificultad del animal para levantarse o realizar ejercicio fisico
e Dolor o rigidez en alguna parte del cuerpo

e Disminucion o pérdida del apetito

e Hemorragias

e Dificultad para orinar, defecar, tragar o respirar (Ferreira, 2003).
El tratamiento ante las neoplasias incluye la cirugia, la quimioterapia, los tratamientos

hormonales, radioterapia. Aunque estos tratamientos sean efectivos, ocasionan efectos

secundarios como la toxicidad e inmunosupresion hablando de las quimioterapias, y es
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posible que en algunos casos se presente la metdstasis debido a la mala reseccién del tejido
neoplésico (Hermo et al.,2005).
En las radioterapias, quimioterapias y terapia hormonal, tiene como efectos adversos el

provocar la apoptosis en células normales mediante la via de p53 (Elmore, 2007).

5.4 Cancer en caninos

El cancer en los animales de compafiia es una enfermedad importante y existen pocos
registros en medicina veterinaria y especificamente en caninos, a diferencia de la medicina

humana. (Elgue et al., 2012).

En Estados Unidos se estima que uno de cada cuatro pacientes caninos fallece de cédncer, ya

que es la principal causa de mortalidad rebasando los 2 afios de edad (Ortiz-Ortiz et al., 2015).

Del 100% de los tumores que se presentan en caninos, el 5% tiene un origen genético, siendo
el 95% restante causado por factores como son: quimicos, radiacion, virus oncogénicos que
directa o indirectamente causan cambios en el ADN (Fajardo et al., 2006). El desarrollo de
neoplasias en animales de compaifiia se presenta de un 15-30% en perros y un 26% en gatos

(Bronden et al.,2007).

En estudios comparativos con humanos se muestran que la presentacion de ciertos tumores
en tanto el perro como en el humano da cierta similitud en el riesgo por edad, sexo y biologia

tumoral (Tabla 1).

Localizacion Humano Canino
General 300 213
Boca y faringe 12.6 20.2
TGI 73.6 24.8
Sistema respiratorio 47.1 8
Hueso 0.9 5.3
Tejidos Blandos 2.1 27.2
Glandula Mamaria 43.6 50.9
Utero 42 0.5
Ovario 13.9 1.9
Prostata 50 7
Sistema Urinario 12 2.4
Sistema Nervioso 5.8 2
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Sistema Endocrino 5.5 6
Leucemias y Linfomas 21.3 25.7
Tabla 1. Tasas de incidencias comparadas entre humano y canino. (Misdorp, 1996)

En los Registros de Neoplasias de California (CANR), Estados Unidos y Canadd (VMPD),
demuestran que las razas puras son mds propensas a desarrollar neoplasias (Elgue et al.,

2012).

Las principales neoplasias por orden de presentacion son las cutdneas con un 40-45%,
siguiendo los tumores mamarios representando un 25-30 %. En paises tropicales destacan la
localizacién genital por el Tumor Venéreo Transmisible (TVT) (Gonzilez- Chivez et al.,

2015).

La localizacién de tumores como anteriormente se menciond el 6rgano principalmente
afectado es la piel, sin embargo, es mds comtin en perros viejos y normalmente son benignos,

en contraste con los gatos que con mayor frecuencia son malignos (Aparicio y Forero, 2003).

En la gldndula mamaria, el 50% de los tumores afectan a las perras, su esterilizacion es
importante dentro de los primeros 12 meses de edad, para reducir un factor de riesgo en la

presentacion del cancer (Mangieri, 1994).

En cabeza y cuello la neoplasia mas comun es en boca, siendo muy cominmente malignos y
en nariz causando estos tumores dificultad para respirar y hemorragias nasales (Monteiro et

al., 2011).

Los linfomas en perros son comunes, presentindose entre el 60-70% de origen celular B y
entre el 10-38% de origen celular T (Veloza et al., 2017) y se caracterizan por el crecimiento
de uno o varios ganglios linféticos (Torres y Eslava, 2007). En testiculos se ven presentes las

neoplasias en aquellos casos donde existe una retencion testicular (Eslava y Torres, 2008).

En cuanto a tumores abdominales, son frecuentes, sin embargo, la forma de diagnosticarlos
en una etapa temprana es complicado. En estas afecciones los animales presentan pérdida de

peso y/o aumento de tamaiio del abdomen (Herndndez et al., 2004).

Los perros de talla grande y mayores a siete afios de edad, son mds susceptibles tumores de

hueso, sobre todo en huesos de patas, proximal a una articulacién (Couto, 1998).
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En relacién al sexo, Vascellari y col. (2009), reportaron que en hembras la neoplasia mas
frecuente es el tumor mamario, siguiendo con piel y tejidos blandos, sin embargo, en machos

los tumores en la piel y tejidos blandos ocupan los primeros lugares.

Con respecto a la raza, las de talla pequefia son més susceptibles a presentar neoplasias, entre
las que destacan el Poodle, Maltes, Chihuahua, Cocker Spaniel, Springer Spaniel, Beagle
(Salas et al., 2016). En cuanto a las razas de talla grande se encuentra el Gran Danés y el

Boxer (Elgue et al., 2012).

La edad en la presentacion de neoplasias juega un papel importante, algunos tipos de tumores
como el linfosarcoma y osteosarcoma caninos, son cominmente presentados en animales

geridtricos (Elgue et al., 2012).

Con el avance en la sociedad, ha aumentado la conciencia por el bienestar animal de las

mascotas, incrementdndose asi los tratamientos integrales (Ortiz ef al., 2015).

La terapia génica es una nueva modalidad para el tratamiento contra el cancer. Se lleva a
cabo mediante inactivacidn de genes disfuncionales, adicién de genes funcionales e insercion

de un gen (Mulherkar, 2001).
5.5 Factores genéticos asociados a neoplasias en caninos

Debido al aumento en el riesgo de presentacion de tumor de gldndula mamaria en caninos se
menciona que tiene como un factor de riesgo los procesos genéticos, lo cual estd intimamente
relacionado con la expresion disminuida del gen supresor de la proliferacion celular p53 y
protooncogenes como el c-erB2 y c-myc, que son responsables de la proliferacion celular

incontrolada (Torres y Eslava, 2007).

Enrelacion a la piel, el gen Birt-Hogg-Dubé (BHD) se ve relacionado con la dermatofibrosis
nodular en el pastor aleman junto con el factor de crecimiento transformable beta -1 (TGF-
B1). También se ve relacionado la sobreexpresion del gen p53. En tumores melanociticos son
los inhibidores de ciclinas/CDk como P21/waf-K1, P27/kipl, P16/ink-4a. En el melanoma

se ve relacionado la mutacién del gen N-ras (Withow y Vail, 2009).

En relacion con el linfoma, el EBV (Epstein.Barr Virus) algunos autores mencionan que

pueden estar relacionados con el linfoma de Hodking, en Burkitt y carcinoma nasofaringeo,
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esto en humanos. En caninos se ha observado el virus en linfomas de tipo B y expresa una
proteina LMP-1 en la enfermedad linfoproliferativa maligna, transformando los linfocitos,
indicdndonos que la iniciativa de este virus es colonizar las células B generando asi una
activacion clonal perdiendo su control en el ciclo celular produciendo linfomas (Veloza et al,

2017).

En relacién al osteosarcoma, se ve elevada los niveles de proteina p53, siendo el 84% casos
apendiculares y 56% casos axiales. También se encuentra el VEGF siendo un factor
prondstico negativo, asi como factor de transcripcién mesenquimatosa-epitelial (MET) que

tiene funciones en la angiogénesis y metdstasis (Selvarajah y Kirpensteijn, 2010).

Durante la ultima década las investigaciones con base molecular han ido en aumento tanto
en caninos como humanos. Algunas investigaciones se enfocan en la determinacién de genes
relacionados con metdstasis, proliferacion celular, resistencia a farmacos, etc. (Selvarajah y

Kirpensteijn, 2010).

5.6 Tumor de Wilm’s (WT1)

El gen WT1 se identific6 por primera vez en 1990 y fue clasificado como un gen supresor de
tumores, debido a que las mutaciones y deleciones del gen se encontraban en el Tumor de

Wilm’s tumor renal en nifios (Sakai et al., 2017).

Es una proteina nuclear que contiene cuatro anillos de zinc y estd constituida por 448
aminodcidos (Rodriguez et al., 2001). Se encuentra en el cromosoma 11p13 que codifica para
10 exones y genera un ARNm de 3.5 Kb. Posee tres sitios de inicio de la traduccion dando
origen a 3 isoformas con distinto peso molecular: 62-64 kDa, 52-54 kDa y 36-38 kDa. La

proteina mas comuin de WT1 es la isoforma 52-54 kDa (Herndndez et al., 2004).

Posee un dominio C-terminal se encuentra unido al ADN que forma a los 4 dedos de zinc de
tipo Kruppel, codificados por los exones 7-10 y un dominio N- terminal que esté constituido
por prolina y glutamina, un dominio de trasactivacién, de dimerizacién y represion.

(Hernandez et al., 2004).
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Durante la maduracién de su ARN sufren dos tipos de splicing alternativos: el primero en el
exon 5 donde se insertan u omiten 17 aa entre el dominio de transactivacion y el dominio de
unién al ADN vy el segundo sucede entre el exén 9 y 10, en donde se insertan u omiten 3 aa:
lisina, treonina y serina (KTS). Los procesos de maduracién del ARNm generalmente se
encuentran unidos a la isoforma KTS (+), mientras que los procesos de transcripcion estidn

con la isoforma KTS (-) (Fig. 1) (Herndndez et al., 2004).

A) Orgarazacion del gen de WT1
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Figura 1. Estructura de WT1. A) Organizacion del gen WT1. Se muestran los 10 exones
que conforman el RNAm y los dos sitios de splicing alternativos. B) Estructura de la proteina
de WTI donde se muestra el dominio de represion, activacion, sitios de splicing, un dominio
rico en Prolina-Glutamina en el extremo C y dominio de unién a ADN mediante los cuatro
dedos de zinc en el extremo N. C) Isoformas de WT1 como resultado de los splicing
alternativos: E5- /KTS-, E5+/KTS, E5-/KTS+, E5+/KTS+ de acuerdo a la presencia o
ausencia de 17 AA en el exén 5, y de 3 AA (Lisina- Treonina- Serina). Se observan los 3
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sitios de iniciacién de la traduccidén que genera tres isoformas con diferente peso molecular:
60-62kD, 52- 54kD, 36-38kD.

La diferencia entre las isoformas se da por la presencia o ausencia de la secuencia de KTS,
ya que las isoformas en las que no se encuentra el KTS son mas afines al ADN. Se ha
comprobado que mediante la localizacién de la proteina de WT1 es diferente la isoforma ya
sea — 0 +. E1 KTS — se encuentra localizado en el ndcleo ya sea en forma difusa o en grandes
dominios. Al contrario de la forma KTS +, esta se encuentra en el interior o alrededor del
nicleo. Generalmente esto se ve asociado a procesos de maduracion del ARNm mientras el

KTS — es asociado a procesos de transcripcién (Zamora-Avila et al, 2007)

Todas aquellas mutaciones que afecten a la region de anillos de zinc altera la funcionalidad

de esta proteina en humanos (Rodriguez et al., 2005).

WTI es un gen que codifica para un factor de transcripcion SLUG y JUNB, también regula
genes involucrados en la diferenciacion sexual, proliferacion celular como es el factor de

crecimiento epidérmico (FCE) y apoptosis (Fernandez et al., 2009).

Durante la embriogénesis se expresa especialmente en el epitelio que da origen a los
podocitos, igual que en el mesénquima renal, epitelio glomerular, génadas fetales, bazo,

corazon, glandulas adrenales, mesotelio, medula espinal y cerebro (Fernandez et al., 2009).

5.7 WT1 como supresor de tumores

El gen WT'I se descubrio a partir de las deleciones en el cromosoma 11 asociados a sindrome
de WARG, que se caracterizaba por aniridia, malformacion genitourinaria, Tumor de Wilms,
Sindrome de Drash-Drash (DDS) y Sindrome de Frasier. Por lo cual se comprobé que solo
el 15% de los tumores de Wilms tenian mutaciones en el gen WT'1 y que estos presentaban
una perdida en la funcién de ambos alelos, lo cual se consideré como un gen supresor de

tumores (Shin-ichi et al., 2006).

La mayoria de las mutaciones puntuales en WT1 de DDS se encuentran en el dedo de zinc 2

0 3 dando como resultado proteinas cortas de aminodcidos que pueden actuar de forma
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negativa dominante que inhiben la forma salvaje de WT1 expresada en el alelo restante (Yang

et al., 2007).

La introduccién de WT1 isoforma -/+ en G401 linea celular tumoral proveniente de rifién la
cual no expresa WT1 end6geno altera su morfologia celular y reduce la formacién de tumores
en ratones. En lineas celulares Hep2B y de osteosarcoma Saos-2 y U20S alteran las vias de

seflalizacion provocando apoptosis (Yang et al., 2007).

Otra de las cualidades como supresor de tumores es regular los receptores de factor de
crecimiento, como el EGRF y el receptor de insulina, lo cual en las células altera las sefiales

de supervivencia y provoca la muerte celular (Yang et al., 2007).

5.8 WT1 como oncogén

Su expresion comenzo a estudiarse en tumor renal pedidtrico (tumor de Wilms), sin embargo,

el gen se encuentra inactivado en un 10% de los tumores de Wilms (Rodriguez et al., 2005).

El gen se encuentra relacionado en la regulacién de factores de crecimiento, como el factor
A de crecimiento derivado de plaquetas, factor 2 de crecimiento insulin-like (IGF2), factor 1
de estimulacién colonica, el factor de receptor de estimulacion insulinica y de factores alfa
de 4cido retinoico. Para su actividad reguladora WT1 se ha visto ligado al p53, esto quiere
decir que si el p53 estd ausente el gen WT1 actiia como factor de transcripciéon (Rodriguez et

al., 2005).

Estudios han demostrado que en las leucemias linfoblastica aguda humana (ALL) el gen WT'/
se encuentra sobreexpresado lo cual actia como oncogén y es considerado como un antigeno

tumoral (Hernandez et al., 2004).

En tumores s6lidos como cdncer de mama, ovario, ttero, tiroides, carcinoma hepatocelular,
pulmén y melanoma cuando son tratadas con oligondmeros antisentido WT1, se inhibe su
crecimiento (papel de supresor tumoral). Lo cual nos indica que si existe un desbalance en
las isoformas de WT1 este pude actuar como gen supresor de tumores o como oncogén (Oji

et al, 1999; Hernandez et al., 2004).
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En un estudio realizado se compararon mesoteliomas y adenocarcinomas para observar la
expresion de WT1, lo que confirmaba que la expresion de WT1 se daba a nivel nuclear en
mesoteliomas malignos, en contraste de los adenocarcinomas que no mostraban tincién

nuclear (Mathew et al., 2001).

5.9 WT1 en humanos

WT1 se encuentra sobreexpresado en neoplasias hematoldgicas como las leucemias y
tumores sélidos como cidncer de mama, de préstata, de colon, de ovario, de pulmon,
mesotelioma y melanoma en humanos. (Loeb et al,2001, Koesters et al,2004, Perry et

al,2006).

El gen WT1 de tipo salvaje (no mutado) desempefia un papel importante en el cancer de
pulmoén de novo. En el estudio de Oji y col. (2002), se detectd6 WT1 mediante RT-PCR en
96% de las muestras examinadas de cdncer de pulmén novo y en comparacion por

inmunohistoquimica se llegd a un 83% de sobreexpresion de WT1.

Se registr6 la expresion de WTT1 en los tejidos de tumores primarios en estdomago, prostata,
sistema biliar, urinario y melanoma en humanos. Hace referencia la comparacion del uso de

anticuerpos monoclonales vs policlonales (Nakatsuka et al, 2006).

El WT1 tiene dos sitios donde se adjuntan el exén 5 con 17AA y el sitio KTS (exén 9y 10),
formando 4 variantes - 17AA / KTS —, + 17AA /- KTS, - 17AA/+ KTS ,y +17AA / +
KTS, teniendo distintas funciones en varios tipos de cancer. La forma +17AA/KTS- induce
la apoptosis en las células del osteosarcoma mediante la represion transcripcional de EGRF.
La forma +/+ en células mamarias causan cambios morfoldgicos de ser células epiteliales,
las convierten a mesenquimales. El -/- en cdncer de ovario en forma in vitro produce

migracion celular (Keiko et al.,2014).

En otro estudio similar hicieron la comparativa de las variantes que se adjuntan en el WT1

mediante PCR en tiempo real obteniendo que las variantes +17AA son de suma importancia
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para la transformacion maligna en leucemia mieloide aguda (AML) (Kramarzona et

al.,2012).

En la actualidad, es también estudiado como blanco terapéutico como el desarrollo de
vacunas para la leucemia. WT1 es de especial interés para la inmunoterapia en las recaidas
de las AML después del trasplante alogénico de células madre hematopoyéticas (alo-HSCT).
WT1 se es utilizado de forma segura y factible en pacientes con MDS/ AML avanzado y los
pacientes que expresan células T especifica para WT1 muestran mejor supervivencia libre

para la progesion después de TCMH (Dagvadorj et al., 2017).
5.10 WT1 en caninos

Los reportes de WT1 en caninos son escasos. Pearson y col. (1997) demostraron que puede
ser un marcador especifico el anticuerpo WT1 para nefroblastoma en perros. Puede funcionar

para determinar si existe un solo tipo neopldsico o un grupo heterogéneo.

Se reportd un caso de tumor estromal de cordones sexuales, el cual fue positivo para WT1
para la porciéon del luteoma mientras que las células de Sertoli no presentaron
inmunoreactividad, por lo cual en el trabajo se lleg6 a la conclusién que la ausencia de WT1

hace la diferencia de fenotipo (Ichimura et al,2009).

Un estudio demostrd a base de 11 casos de nefroblastoma de medula espinal en caninos la

tincion con WT1 puede ayudar al diagnostico (Brewer et al., 2011)

Sakai y col. (2017) demostraron mediante la inmunohistoquimica que la expresién de cWT1
se detecto tanto en tejido normal como en el linfoma, lo cual indica que existen posibilidades

de tolerancia a la inmunoterapia de antigeno tumoral asociado (TAA).
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6. MATERIALES Y METODOS
6.1 Muestras

La recoleccion de muestras de tumores se realizé en el Hospital Veterinario de Pequenas
Especies de la Facultad de Medicina Veterinaria de la Universidad Auténoma de Nuevo Le6n
(UANL). Fueron recolectadas 50 muestras las cuales se identificaron con nombre del

paciente, edad, sexo, raza y sitio de obtencion del tejido.

Las muestras fueron divididas en dos secciones, una fue colocada en un frasco con PBS al
4% para la realizacion del diagnodstico histopatolégico mediante la tincién de Hematoxilina
y Eosina (H&E),la otra seccion fue almacenada a -20°C para la realizacion de las pruebas

moleculares.

6.2 Diagnostico histopatolégico por tincion Hematoxilina y Eosina (H&E)

Las muestras de tumores fueron fijadas con formalina bufferada al 4%, durante 24 horas y
lavadas con agua destilada durante 3 minutos. Posteriormente se realiz6 el proceso de
deshidratacién con alcoholes a concentraciones de 70%, 90%, 96% y 100% durante 10
minutos en cada uno. Las muestras se aclararon con xilol durante 10 minutos y se colocaron
en un bloque con parafina liquida en estufa a 60°C durante 2 horas. Se realizaron los cortes
seriados de 4 mm cada uno y se colocaron en el portaobjetos. El tejido se desparafind
primeramente con xilol durante 5 minutos y posteriormente con etanol a concentraciones de
100%, 96% y 80% durante 10 minutos cada uno. El tejido se lavo con agua destilada y se
tifid con la técnica convencional de H&E. La deshidratacion se realizé con etanol a
concentraciones de 80%, 96%,100% y xilol durante 10 minutos cada uno. Se montaron con
resina sintética-Entellan. Posteriormente las muestras ya montadas y tefiidas se analizaron al

microscopio Optico para realizar la clasificacion histopatélogica de las neoplasias.
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6.3 Extraccion de ARN con Trizol

El tejido fue pesado a 100 mg, el cual se pulverizé en un mortero con nitrégeno liquido,
posteriormente se agregd 1 ml de Trizol hasta que se uniformizé la mezcla y fue incubado
por 5 minutos a temperatura ambiente, después pasé a un tubo para microcentrifuga de 2 ml
y posteriormente fueron adicionados 200ul de cloroformo y pasaron al vortex (agitacion
vigorosa) por 15 segundos, la muestra fue incubada por 3 minutos a temperatura ambiente y
centrifugada a 12000 g por 5 minutos a 4°C. Después de centrifugar la muestra, ésta fue
separada en 3 fases: una acuosa o superior la cual contiene el ARN, una interfase o fase media
que contiene las proteinas y una fase inferior roja que corresponde a la fase orgdnica que
contiene el ADN. La fase acuosa o superior fue colocada en un tubo nuevo y se adicionaron
500 pl de Isopropanol, posteriormente fue mezclada por inversion 10 veces, pasd a
centrifugarse por 10 minutos a 4°C a 12000 g, decantamos el Isopropanol y fue agregado 1ml
de etanol al 80%, posteriormente vortex por 3 segundos y centrifugado a 12000g por 5
minutos, a 4°C. Después procedimos a decantar el etanol y dejamos secar por 10 minutos a
temperatura ambiente. El ARN resuspendido con 20ul de H20 DEPC y fue incubado a 55°C
por 10 minutos para posteriormente leer su concentracion a 260 nm. El ARN fue almacenado

a-70°C.

6.4 Sintesis del ADN complementario (ADNCc):

En un microtubo de 1.5 pl fue adicionado un volumen correspondiente a Sul de ARN, 1ul
de oligo desoxitimidina (oligo dT 0.5mg/ul) y 1ul de una mezcla de dNTPs 10mM y fue
llevado a un volumen de 12ul con agua DEPC; calentado a 65°C por 5 minutos, después se
agregaron 4ul de Buffer First Strand 5x, 2 pl de Dithiothreitol (DTT) 0.1M y 1 ul de Inhibidor
de ribonucleasa, se mezclo y las muestras fueron incubadas a 42°C por 2 minutos;
posteriormente fue adicionado 1 pl de Superscript RT (1U/ul) a cada muestra y mezclamos
por pipeteo, incubamos a 42°C por 50 minutos y se inactivo la reaccién calentdndola a 70°C

por 15 minutos (Sambrook et al ,1989).
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6.5 RT PCR para el analisis de la expresion del gen constitutivo B-actina y expresion de

WT1

Para amplificar el fragmento de ADNc de B-actina de canino fueron utilizados los primers
Fw5’GTGGGGCGCCCCAGGCACCA3’ y Rw5’CTCCTTAATGTCACGCACGATTTC3’. El
control positivo utilizado para éstos primers fue ADN obtenido a partir de sangre de canino.
La amplificacién fue realizada comenzando con una desnaturalizacién inicial de 94°C por 3
minutos, seguida por 35 ciclos de desnaturalizacién a 94°C por 1 minuto, alineamiento a
59.6°C durante 30 segundos y extension de 72°C durante 40 segundos, finalizando con una
extension final de 72°C durante 10 minutos, utilizando un termociclador PCR CAP 96X0.2ml

(Biorad). Los primers de -actina amplificaron un fragmento (359 pb).

Para el andlisis de la expresion de WT1, el ADNc (1 pl) obtenido se amplificé utilizando una
solucion que contenia 2.5 U (0.5ul) deTaq ADN polimerasa, 5 ul de Buffer de reaccion 5x
MyTaq (BIOLINE™) con 2.5 mM dNTP’s y 7.5 mM de MgCl2, 25 ng (0.5 pl) del primer:
Fw5’GAGAAACCATACCAGTGTG’3, 25 ng (0.5 ul) del primer
RwS’GTTTTACCTGTATGAGTCCT 3. La solucién se aforé con agua DEPC hasta un
volumen de 25 pl. El control positivo fue obtenido a partir de rifidn canino. La amplificacion
fue realizada comenzando con una desnaturalizacion inicial de 94 °C por 5 minutos, seguida
por 35 ciclos de desnaturalizacion a 95 °C por 1 minuto, alineamiento a 56.3 °C durante 1
minuto y extension de 72 °C durante 3 minutos, finalizando con una extension final de 72 °C
durante 10 minutos utilizando un termociclador PCR CAP 96X 0.2ml (Biorad). Los primers

de WT1 amplificaron un fragmento (176 pb).

6.6. Densitometria y Correlacion entre la expresion de WT1 y el tipo histopatolégico

Los productos de amplificacion se mezclaron con 1ul de Gelred (GenScript), y los genes se
analizaron por electroforesis en gel de agarosa al 1.5 % a 90V 1:30 horas. Los geles fueron
fotodocumentados. Las fotografias obtenidas fueron utilizadas para el anélisis de expresion
de la densitometria mediante un software ImageJ 1. 52* (Wayne Rasband) el cual asigna

valores cuantitativos de acuerdo a la intensidad por pixel de cada una.

Para la correlacion se utilizo el programa Excel 2016, para la obtencion de promedios.
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7. RESULTADOS
7.1 Diagnéstico histopatologico por tincion Hematoxilina y Eosina (H&E)

Los resultados estdn basados en el total de 50 muestras que se analizaron por presentar de
manera macroscopica lesiones de apariencia tumoral, las cuales se estudiaron por
histopatologia. El 82% de las 50 muestras (41) correspondi6 a procesos neopldsicos, y el 18%
restante (9 muestras) correspondieron a procesos pre-neopldsicos con el 12% (6 muestras) y

procesos inflamatorios con el 6% (3 muestras) (Tabla 2).

Tipo de tumores No. de casos Porcentaje
del total de
tumores
analizados

Tumores benignos

Tumor mixto de gldndula 6 12

mamaria

Mixoma 8 16

Adenoma mamario 4 8

Lipoma 1 2

Miofibroma 2 4

Hemangioma 3 6

Fibroadenoma 2 4

TVT 1 2

Tumores malignos

Carcinoma epidermoide inverso 5 8
Carcinoma anaplasico 5 12
Linfoma mixto 2 2
Linfoma 2 6
Procesos pre-neoplasicos

Comedodn actinico 4 8
Displasia de foliculo piloso 2 4
Procesos inflamatorios

Calcinosis cutis 2 4
Granuloma xantomatoso 1 2
Total de casos 50 100

Tabla 2. Resultados de la histopatologia
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Las neoplasias (82% de 50 muestras) se clasificaron por su comportamiento benigno o
maligno, basado en los criterios de Briones (2002) se seleccionaron las 50 muestras en las
cuales las neoplasias benignas se desarrollaron con mayor frecuencia con un total de 27
(54%), seguido por las neoplasias malignas con el 28%. El 18% restante representa las
muestras no neoplésicas, las cuales no se incluyeron en esta clasificacion.

Las hembras obtuvieron una mayor frecuencia de presentaciéon de tumores en comparacion
de los machos con 31 casos (62% del total de 50 muestras) y 19 casos (38%) respectivamente.
Las razas y la frecuencia de los perros domésticos a los que pertenecieron las 50 muestras de
tumores se observan en la tabla 3, en la cual, de manera descriptiva, el mestizo obtuvo mayor

frecuencia, siguiendo Poodle y chihuahuefio.

RAZA NO. DE CASOS PORCENTAJE DEL
TOTAL DE TUMORES
ANALIZADOS
22
20

MESTIZO

POODLE
CHIHUAHUENO
LABRADOR

BOXER

PITBULL

SPRINGEL SPANIEL
BASETTHOUND
BEAGLE

PASTOR ALEMAN
DOGO DE BURDEOS
BULLDOG FRANCES
GOLDEN RETRIEVER
PUG

BULLTERRIER
COCKER SPANIEL

—_ =
o =

—

S

—_ = = = = = DN W W W R

[\CTEE (SR (SR (S I \° I C I (S T - =)W e) S ©) Wi o]

p—

TOTAL 50 100

Tabla 3. Frecuencia de presentacion de acuerdo a la raza.
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El rango de edad de los pacientes abarcé desde los menores de 5 afios a los 20 afios Las
diferentes edades de los 50 casos se agruparon de la siguiente manera: < 5- 5 afios, con 8%
del total; 6 a 10 afios, con 28% del total; 11 a 15 afios, con 58% del total; y 16 a 20 afios, con
el 6% del total.

Las imédgenes de los procesos tumorales mds frecuentes se observan de la figura 2 ala 12.

Procesos tumorales benignos

Figura 2. Tumor mixto de glandula mamaria. Canino, hembra, glandula mamaria.
H&E. 40x. Neoplasia benigna, se encuentra delimitado. En la parte externa se encuentra
rodeada por tejido conectivo, mientras que en la parte interna tiene un epitelio ductal dilatado
fibroso en forma de hoz, se aprecia también un tejido adiposo con focos de necrosis. Tejido

condroide (flecha negra) rodeado por tejido glandular (flecha verde).
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Figura 3. Mixoma. Canino, hembra, region de la cabeza. H&E. Neoplasia benigna
derivada de tejido conjuntivo, tiene una matriz blanda mucoidal. Se observan células

poliédricas y estrelladas.

L. A

Figura 4. Tumor mixto de glindula mamaria, con calcificacion. Canino, hembra,

glandula mamaria. H&E. 40x. Neoplasia benigna, se aprecia zonas de calcificacion (flecha

negra), matriz osificante y tejido condroide.
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Figura 5. Miofibroma. Canino, macho, miembro posterior izquierdo. H&E. 40x. Es un
tumor fibroso. Se presenta proliferacion de células fusiformes con abundantes fibras

coldgenas y estructuras vasculares.

Figura 6. Hemangioma. Canino, hembra, 6rgano bazo. H&E. 40x. Presenta proliferacion
de tejido conectivo separado en I6bulos con formacidn de vasos sanguineos (cabeza de flecha
negra). En el recuadro superior izquierdo se aprecia la formacién de vasos sanguineos dando

un patrén lobular dentro de la pulpa roja.
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Figura 7. Fibroadenoma. Canino, Hembra, glandula mamaria. H&E.10x . Se observa
tejido conectivo bien diferenciado con restos de colesterol, conductos galactéforos
hiperplasicos con contenido proteico. Presenta células inflamatorias infiltradas, macréfagos

principalmente realizando eritrofagia.

Figura 8. Tumor venéreo transmisible. Canino. Hembra, vulva. H&E. 40x. Se aprecia
un tejido homogéneo de una masa compacta de células que crecen en hileras y es de origen
mesenquimatoso. Presenta infiltrado de linfocitos, células plasméticas, macréfagos y haces

de colageno.
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Tumores malignos

Figura 9. Carcinoma anaplasico. Canino, hembra, glindula mamaria. H&E. Tejido no

encapsulado con estructuras remolinadas sin patrén definido con 4reas de necrosis.

Figura 10. Carcinoma epidermoide inverso. Canino, hembra, glindula mamaria. H&E.
Se aprecia el epitelio plano estratificado dafiado indicando que se encuentra ulcerado,
presenta edema intersticial y degeneracion balanoide con dreas de necrosis. Mitosis atipicas,

proliferaciéon de tejido conectivo con proliferacion de neutréfilos. El tejido epiteloide se
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encuentra dentro de la dermis. Presenta nucléolos prominentes, cromatina de cara cerrada.

En el recuadro superior se aprecia la escala de 10x.

Figura 11. Linfoma mixto. Canino, macho, bazo. H&E. 40x. Se aprecia una masa no
encapsulada con proliferacion de tejido linfoide, con células de tipo redondo que se
encuentran delimitadas de tejido conectivo, sin embargo, en otras localizaciones se
encuentran extendidas. Presenta células grandes uniformes tanto en citoplasma como en
nicleo, asi como células pequefias con nucleos prominentes con escaso citoplasma. Se

observan células en mitosis (cabeza de flecha negra).
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7.2 RT-PCR para B-actina y expresion total de WT1

Se analiz6 la integridad de los ADN complementarios de las muestras de tumores y de riiién
canino y del ADN de las muestras de sangre mediante la amplificacion el gen constitutivo de
b-actina, observandose la banda esperada de 539 pb en todas las muestras. En el andlisis de
la expresion del gen WT1, se logré la amplificacion de la banda esperada de 176 pb en la

muestra de rifién, asi como en algunas muestras de tumores de distintas regiones (figuras 17-

21).

En la tabla 4 se puede observar el porcentaje de expresion de WT1 en tumores benignos y

tumores malignos en cada region.

PORCENTAJE DE PRESENTACION

REGION TUMORES BENIGNOS TUMORES MALIGNOS
BAZO 0 % 100 %
GLANDULA MAMARIA 66.66 % 33.33 %
CABEZA 28.57 % 28.57 %
REGION POSTERIOR 50 % 14.28 %
CUELLO 80 % 0 %

Tabla 4. Porcentaje de expresion de WT1 en tumores benignos y malignos por region.

M C+ 2 3 4 5 6 7 C-

B- actina

WT1

Figura 12. Expresion de - actina y WT1 en tumores de la regién del bazo. Observando
expresion de WT1 en tumores malignos. Mostrandose en el carril 2-3 tumor benigno (azul)

y del 4-7 tumores malignos (rojo).
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Figura 13. Expresion de B- actina y WT1 en tumores de la regién de la glandula mamaria.
Observando expresion en la mayoria de los tumores tanto benignos como malignos. Tumores

benignos (azul), tumores malignos (rojo).

p- actina

WT1

Figura 14. Expresion de - actina y WT1 en tumores de la region de la cabeza. Observando

expresion de WT1 tumores benignos (azul) y expresion de WT1 en los dos tumores maligno

(rojo).
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B-actina

WT1

Figura 15. Expresion de - actina y WT1 en regién posterior (vulva, prepucio, miembros
posteriores, region inguinal). Observando expresion de WT1 tumores benignos (azul) y

expresion de WTT1 en los dos tumores malignos (rojo).

2
Q
o
La
b
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N
2

p-actina

WT1

Figura 16. Expresion de - actina y WT1 en tumores de la region del cuello. Observando

expresion de WT1 en tumores benignos (azul),

7.3 Analisis de densitometria

El anélisis cuantitativo de la expresion de genes amplificados por el software ImageJ 1.52°
(Wayne Rasband), donde se muestran los valores de densidad por regiones por pixel de

expresion de genes y poblaciones.

La expresion del gen WT1 en la regién del bazo se observé solo en tumores malignos como
son los linfomas donde la densidad del drea corresponde entre los 1630.062 a los 5670.598

como se muestra en la tabla 5.
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TIPO DE TUMOR B-ACTINA  WTI1

AREA AREA
C+ 1374379  23118.832
HEMANGIOMA 18639.69 0
HEMANGIOMA 12253.154 0
LINFOMA 19719912  5670.598
LINFOMA 18196.347  1811.598
LINFOMA 18828.225  1630.062
LINFOMA 23535.447  4078.376
MIXTO

Tabla 5. Densidad de expresion de los genes estudiados en region de Bazo. Se separaron

los resultados de acuerdo al tipo de tumor presentindose primero los tumores benignos

(hemangiomas), seguido de los tumores malignos (linfomas).

En laregion de glandula mamaria la expresion de este gen se puede apreciar tanto en tumores

benignos como los malignos, sin embargo, se puede observar que la densidad de drea es

distinta en tumores malignos, siendo esta mayor en comparacion de los benignos (Tabla 6).

TIPO DE TUMOR B- WT1
ACTINA

AREA AREA
C+ 11303.82 18327.891
FIBROADENOMA 15316.062 1411.891
FIBROADENOMA 10117.234 1908.012
TMGM 16313.648 1174.477
TMGM 15256.891 0
TMGM 15557.062 4470.548
TMGM 16921.598 3461.477
TMGM 15665.891 1909.012
TMGM 16152.012 3074.477
ADENOMA 18616.184 4144.598
ADENOMA 17405.255 2671.355
ADENOMA 17737.255 1731.113
ADENOMA 18438.012 4141.426
CARCINOMA ANAPLASICO 17127.841 7685.841
CARCINOMA A. 17614.841 7519.255
CARCINOMAA A. 17711.134 5771.134
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CARCINOMA A. 10887.548 3364.719
CARCINOMA A. 17715.134 5761.132
CARCINOMA EPIDERMIODE ‘ 17711.134 4892.426

Tabla 6. Densidad de expresion de los genes estudiados en region de Glandula mamaria.

Se observa que existen casos de expresion de WT1 en tumores benignos como malignos.

En la tabla 7 se puede apreciar que los procesos pre-neoplésicos (comedon actinico) de esta
zona no presentan expresion de WT1, los tumores benignos y malignos presentan expresion
de dicho gen.

TIPO DE TUMOR B-ACTINA WT1
AREA AREA

C+ 11561.548 19594.397
COMEDON ACTINICO | 16009.326 0
LIPOMA 10376.376 0
MIXOMA 16839.497 3968.305
MIXOMA 15320.861 0
MIXOMA 16072.447 2844.184
CARCINOMA 20098.397 6898.548
EPIDERMOIDE

CARCINOMA E. 17579.811 5044.841

Tabla 7. Densidad de expresion de los genes estudiados en region de cabeza. Se observa
que existen casos de expresion de WT1 en tumores benignos como malignos, sin embargo,
los niveles cuantitativos de la banda no son los mismos, teniendo mayor expresion en los

tumores malignos.

En la region posterior donde se ven incluidos tumores de vulva, escroto, region inguinal,
miembros posteriores, se observa la densidad de expresion de WT1 en procesos inflamatorios
como es el granuloma xantomatoso y en procesos pre-neopldsicos como el comedén actinico,
asi de igual manera en tumores benignos como el mixoma, miofibroma y en tumores
malignos como es el carcinoma epidermoide. Observdndose una mayor expresion de la

densidad de WT1 en tumores malignos (Tabla 8).
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TIPO DE TUMOR B-ACTINA WT1
AREA AREA
C+ 12076.941 17102.184
GRANULOMA XANTOMATOSO | 16150.184 1680.134
GRANULOMA X. 10793.355 0
CALCINOSIS CUTIS 17385.77 0
CALCINOSIS CUTIS 15713.598 0
COMEDON ACTINICO 16643.012 2795.376
COMEDON ACTINICO 18216.426 4051.77
MIXOMA 16403.426 578.042
MIXOMA 17334.134 0
MIXOMA 19728.548 0
TVT 17796.255 6100.205
MIOFIBROMA 18772.548 5248.305
MIOFIBROMA 19836.841 3416.497
CARCINOMA E. 17948.669 9861.497
CARCINOMA E. 18929.376 7402.134

Tabla 8. Densidad de expresion de los genes estudiados en region posterior. Se observa

que existen casos de expresion de WT1 en tumores benignos como malignos, sin embargo,

los niveles cuantitativos de la banda no son los mismos, teniendo mayor expresion en los

tumores malignos.

En la region del cuello solo se muestran dos tipos de procesos pre-neopldsicos donde la

displasia del foliculo piloso en esta regién expresé en pequeias cantidades el gen WT1 en

comparacion de los tumores benignos de esta zona (Tabla 9).
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TIPO DE TUMOR B- WT1
ACTINA )
AREA AREA

C+ 15673.033 23274.882
COMEDON ACTINICO 22020.004 0
DISPLASIA DE FOLICULO 14037.64 282.74
PILOSO

MIXOMA 22911.569 2018.305
MIXOMA 20996.125 1731.113
HEMANGIOMA 21837.539 1706.841

Tabla 9. Densidad de expresion de los genes estudiados en region del cuello. Se observa

que existen casos de expresion de WT1 en tumores benignos.
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7.4 Correlacion entre la expresion de WT1 y el tipo histopatologico

Con los datos obtenidos con el analisis de intensidad, se realizé una tabla en donde se

muestran los promedios de las expresiones relativas con respecto al gen constitutivo -actina.

Estos resultados muestran que, en promedio, los valores de expresion relativa mas altos se

muestran en tumores malignos en regiones como el bazo, glandula mamaria y regién de la

cabeza, como se muestra en la tabla 9.

PROMEDIO DE EXPRESION

REGION DEL BAZO
B-ACTINA
WT1

REGION GLANDULA MAMARIA
B-ACTINA
WT1

REGION DE LA CABEZA
B-ACTINA
WT1

REGION POSTERIOR
B-ACTINA
WT1

REGION DEL CUELLO
B-ACTINA
WT1

TUMORES

TUMORES

BENIGNOS MALIGNOS

20681.88233
0

176083.426
26187.03922

4521547517
4442335667

92514.51613
12353.61413

51186.87367
4318.365

60667.0585
9791.987333

82163.44388
30407.85763

23028.3655
7739.354833

20314.841
10786.76375

Tabla 10. Promedio de expresion de WT1 en tumores benignos y malignos.

38



8. DISCUSION

Debido a que el cancer afecta a distintos tipos de animales y con el tiempo ha ido en aumento
en la especie canina, al igual que los humanos, lo cual es inevitable mejorar las estrategias
diagndsticas (Dobson, 2013). En EUA 6 millones de perros son diagnosticados con cdncer

(Printz, 2011).

En este estudio, las hembras presentaron mayor desarrollo de neoplasias que los machos, al
igual que los estudios realizados por Ventura y colaboradores (2012), Merlo y colaboradores
(2008) y Fajardo y colaboradores (2013), en donde las hembras tienen mayor frecuencia de
presentacion de procesos neoplasicos. El sexo es un factor que influye en el desarrollo de
ciertas neoplasias, ya que existen estudio que demuestran que un desbalance hormonal

provoca estimulacion excesiva en algunos érganos con células hormonodependientes.

Los pacientes que mostraron mayor frecuencia en el desarrollo de tumores estadisticamente
fueron los del grupo de 11 a 15 anos de edad, a diferencia de los estudios realizados por
Ramos y Ramos (2014), Boerkamp y colaboradores (2014) y Fajardo y colaboradores (2013)
donde sus estudio muestran que la mayor frecuencia de presentacién de tumores es en el
grupo de 8 a 11 afios de edad, sin embargo, este estudio con relacion a los de Ramos y Ramos,
Boerkamp y colaboradores y Fajardo y colaboradores se demuestra que en el periodo de
edad de 0 a 5 tres afios existe un menor desarrollo de lesiones tumorales. Dicho desarrollo

incrementa conforme aumenta la edad, alcanzando un pico mayor a la edad de 12 y 13 afios.

En este estudio, los tumores malignos fueron el 28%, y los benignos el 54%, de las 50
muestras recibidas; es decir que fueron mds las neoplasias benignas que las malignas. Siendo
similar al estudio realizado por Ramos y Ramos (2014), en el cual el 39,1% correspondi6 a
neoplasias benignas, y el 21,7%, a malignas, donde se muestra que la presentacion de tumores

benignos es mayor en comparacion de los tumores malignos.

El gen WTI1 ha sido blanco de distintos estudios, debido a su funcién transcripcional
regulatoria de genes esenciales para favorecer cincer y su capacidad también como gen
supresor de tumores y oncogén. Esto se llegd a que diversos estudios determinaron que WT1
se encontraba sobreexpresado en diversos tipos de tumores sélidos y leucemias (Yang et al.,

2007).
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En humanos, se ha encontrado expresion de WT1 en melanoma, lo que sugiere que podria
funcionar como marcador diagnéstico. En lineas celulares de melanoma murino (B16F10) se
ha observado alta expresion de WT1 y su silenciamiento con ARN de interferencia induce
muerte celular, lo cual indica que la expresion de este gen es importante para la proliferacién

celular (Zamora-Avila et al.,2009).

Tamaki y colaboradores (1999) demostraron que en sindromes mielodispldsicos (MDS) en
humanos los niveles de expresion de WTI son un marcador tumoral. Por lo tanto, el
monitoreo de los niveles de expresion de WT1 ha hecho posible la evaluacién continua de
dicha enfermedad. Asi como también mencionan que es util para el diagnéstico de
enfermedad residual minima de MDS con alta sensibilidad, lo que permite evaluar la eficacia

del tratamiento.

En los resultados obtenidos en el presente estudio se encontrd expresion de WT1 en rifién
por RT-PCR el cual fue incluido como control positivo de expresion, ya que este gen se
expresa durante el desarrollo embrionario para dar lugar al sistema genitourinario,

concordando con lo reportado para humanos (Mrowka y Schedl, 2000).

Al analizar las muestras de tumores tanto benignos como malignos fueron positivas en su
totalidad las muestras malignas al RT-PCR. En la region del bazo fueron positivas las
muestras de linfoma, similar a lo obtenido a Sakai y colaboradores (2017) donde ellos

obtuvieron reactividad al cWT1 en todas las muestras de tejido de linfoma canino.

En gldndula mamaria la proteina de WT1 se ha visto expresada tanto en tejido normal como
tumoral (Silberstein et al.,1997), en nuestros resultados se observa una expresion tanto en
tumores benignos como en malignos, sin embargo, haciendo una comparativa con nuestros
resultados, los niveles de expresion son distintos, teniendo mayor expresion de WT1 en

tumores malignos como son los carcinomas anapldsicos.

En caninos se han evaluado distintos marcadores moleculares implicados en distintos
tumores, de los més estudiados son los de glandula mamaria por su alta presentacion. Los
marcadores que destacan es el aumento en la expresion de receptor de estrégeno, estradiol,
asi como proteinas de proliferacion celular, evasion de la apoptosis, angiogénesis e invasion

(Vinothini et al.,2009).
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9. CONCLUSIONES

El perro mestizo presentd mayor frecuencia en el desarrollo de neoplasias, y las razas
mads frecuentes fueron poodle y chihuahuefio. No obstante, la raza no es un factor de
riesgo para el comportamiento del tumor, es decir, el desarrollo benigno o maligno
de este.

Las neoplasias que afectan con mayor frecuencia al perro doméstico en orden
decreciente, son el Mixoma, seguido por Tumor Mixto de Glandula Mamaria y
Carcinoma anaplasico.

El sexo es un factor que influye en el desarrollo de neoplasias, ya que las hembras
presentan mayor desarrollo tumoral, pero este no es un factor de riesgo en el
comportamiento benigno o maligno de la neoplasia.

Las muestras de tumores malignos tienen una mayor expresion en comparacion de
las muestras de tumores benignos en las regiones del bazo, glandula mamaria y

cabeza.
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