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 RESUMEN 

 

El melanoma equino es una neoplasia de alta frecuencia de presentación en los caballos, esta 

frecuencia ha aumentado en el último par de décadas, presuntivamente debido al aumento de la 

longevidad de los caballos actualmente, sumado a la sobreexposición a los rayos ultravioleta (UV). 

Existen muchos factores genéticos asociados a la presentación de esta neoplasia, factores que 

promueven el desarrollo del tejido y factores que reducen la proliferación celular de la neoplasia. 

Los receptores activados por proliferador del peroxisoma (PPAR) son factores de transcripción que 

pertenecen a la super familia de receptores nucleares hormonales, estos intervienen en múltiples 

procesos, desde metabólicos hasta intervención en la inflamación y control represor de procesos 

tumorales. Anteriormente, estos roles que juegan en el desarrollo tumoral se han estudiado en 

humanos y ratones, la capacidad que tienen los receptores activados por proliferación del peroxisoma 

(PPAR) de reducir la proliferación, metástasis y angiogénesis del tejido tumoral. Se han reconocido 

las interacciones entre los PPARs y factores carcinogénicos en el melanoma, como el gen del tumor 

de Wilms (WT1). Los PPARs juegan un papel fundamental en la evolución del melanoma, puesto 

que presentan una acción represora de gen WT1, el cual posee características carcinogénicas en el 

desarrollo de múltiples neoplasias como el melanoma.  

 El acondicionamiento físico de los caballos también ha demostrado ser un factor relacionado 

con el nivel de expresión de los PPAR, específicamente la isoforma PPARβ/δ, sin embargo, no se 

han realizado estudios que analicen la expresión de los PPAR en relación con el nivel de 

acondicionamiento físico de los caballos. El objetivo del siguiente trabajo fue analizar la expresión 

génica las isoformas de PPARβ/δ y PPARγ en piel sana y melanoma equino por medio de PCR en 

tiempo real y determinar su asociación con el nivel de acondicionamiento físico, utilizando como 

análisis estadístico la prueba T de Stutent no pareada con corrección de Welch y test de Tukey para 

comparaciones intragrupo. Se recolectaron 10 muestras de piel sana de 10 caballos, 27 muestras de 

melanoma de 10 caballos. No se obtuvieron muestras de caballos de alto rendimiento con melanoma. 

Inicialmente se realizó la caracterización histopatológica, para tener el diagnostico confirmatorio las 

muestras de melanoma cutáneo. Posterior a esto se prosiguió al análisis de expresión génica de las 

muestras ya caracterizadas como melanoma y las caracterizadas como piel sana. Al análisis del 

muestreo, se observó que la mayoría (7/10, 70%) de las muestras de melanoma pertenecían a caballos 
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de edad avanzada (>11 años). De las muestras de melanoma, la mayoría (80%, 8/10) pertenecían a 

caballos de color de capa tordilla. Al análisis de la expresión génica realizada por PCR en tiempo 

real, comparando la expresión en piel sana, los caballos con acondicionamiento físico mostraron un 

nivel de expresión bastante significativo de ARNm PPARβ/δ (p≤ 0.001) lo cual está sugiriendo que 

el acondicionamiento físico eleva los niveles de expresión de PPARβ/δ. Comparando los grupos sin 

acondicionamiento físico, se mostró un aumento de expresión significativo de ARNm PPARβ/δ (p≤ 

0.05) en melanoma. El acondicionamiento físico mostró diferencia numérica (0.749 U.R.), pero no 

estadística en la expresión del ARNm PPARγ. Y la presencia de melanoma mostró diferencias 

numéricas (1.265 U.R.) pero tampoco mostró diferencias estadísticas en la expresión del ARNm 

PPARγ.  Estos datos sugieren un rol biológico importante de PPARβ/δ y posiblemente de PPARγ 

en la carcinogénesis del melanoma que deben seguirse estudiando ya que pueden ofrecer alternativas 

terapéuticas o adyuvantes para la especie equina. 
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ABSTRACT 

 

Equine melanoma is a neoplasm with a high frequency of presentation in horses, this 

frequency has increased in the last couple of decades, presumably due to the increased longevity of 

horses today, added to overexposure to ultraviolet (UV) rays. There are many genetic factors 

associated with the presentation of this neoplasm, factors that promote tissue development and 

factors that reduce the cell proliferation of the neoplasm. The peroxisome proliferator activated 

receptors (PPAR) are transcription factors that belong to the super family of hormonal nuclear 

receptors, these intervene in multiple processes, from metabolic to intervention in inflammation and 

repressive control of tumor processes. Previously, these roles played in tumor development have 

been studied in humans and mice, the ability of peroxisome proliferation-activated receptors 

(PPARs) to reduce the proliferation, metastasis and angiogenesis of tumor tissue. Interactions 

between PPARs and carcinogenic factors in melanoma, such as the Wilms tumor gene (WT1), have 

been recognized. PPARs play a fundamental role in the evolution of melanoma, since they present a 

repressive action of the WT1 gene, which has carcinogenic characteristics in the development of 

multiple neoplasms such as melanoma. 

 The physical conditioning of horses has also been shown to be a factor related to the level 

of expression of PPARs, specifically the PPARβ / δ isoform, however, no studies have been carried 

out that analyze the expression of PPARs in relation to the level of physical conditioning of horses. 

The objective of the following work was to analyze the gene expression of the PPARβ / δ and PPARγ 

isoforms in healthy skin and equine melanoma by means of real-time PCR and to determine their 

association with the level of physical conditioning, using the T test of Unpaired Stutent with Welch's 

correction and Tukey's test for intragroup comparisons. 10 healthy skin samples were collected from 

10 horses, 27 melanoma samples from 10 horses. No samples were obtained from high-performance 

horses with melanoma. Initially, the histopathological characterization was carried out, to have the 

confirmatory diagnosis of the cutaneous melanoma samples. After this, the gene expression analysis 

of the samples already characterized as melanoma and those characterized as healthy skin was 

continued. Upon analysis of the sampling, it was observed that the majority (7/10, 70%) of the 

melanoma samples belonged to elderly horses (> 11 years). Of the melanoma samples, the majority 

(80%, 8/10) belonged to gray-coat colored horses. When analyzing the gene expression carried out 
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by real-time PCR, comparing the expression in healthy skin, the horses with physical conditioning 

showed a fairly significant expression level of PPARβ / δ mRNA (p≤ 0.001) which is suggesting 

that physical conditioning increases the expression levels of PPARβ / δ. Comparing the groups 

without physical conditioning, a significant increase in the expression of PPARβ / δ mRNA (p≤ 

0.05) was shown in melanoma. Physical conditioning showed a numerical difference (0.749 U.R.), 

but not a statistical difference in the expression of PPARγ mRNA. And the presence of melanoma 

showed numerical differences (1,265 U.R.) but neither did it show statistical differences in the 

expression of PPARγ mRNA. These data suggest an important biological role of PPARβ / δ and 

possibly PPARγ in melanoma carcinogenesis, which should be further studied since they may offer 

therapeutic alternatives or adjuvants for the equine species. 
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1. INTRODUCCIÓN 

 

En los últimos años, los estudios en torno a la salud equina han venido en aumento, esto 

debido a sus componentes de interés económico, en los caballos deportivos o los intereses afectivos 

con los caballos de propósito recreativo. Entre las múltiples causas que pueden afectar la salud de 

los equinos se encuentran las neoplasias, estas se conocen como un crecimiento descontrolado de 

células anormales, las cuales pueden tener características malignas (metastásicas). Existen múltiples 

tipos de neoplasias, una de ellas son los melanomas, una patología frecuente en equinos de grandes 

complicaciones clínicas que van desde reducción de la calidad de vida, hasta ocasionar la muerte.  

Las incidencias de melanoma maligno en la especie equina han incrementado en los últimos 

años, probablemente debido a la sobreexposición de los animales al sol o el hecho de que los caballos 

ahora alcanzan mayor tiempo de vida, lo cual facilita el desarrollo de patologías neoplásicas. Los 

melanomas son una tumoración cutánea que se desarrolla a partir de melanocitos, células 

productoras de melanina. Esta una neoplasia que puede cursar de comportamiento benigno a 

maligno, teniendo la capacidad de hacer metástasis a otros tejidos del organismo. Este proceso 

patológico tiene muchos componentes moleculares y genéticos asociados a su desarrollo.  

Los receptores activados por proliferación del peroxisoma (PPAR) son factores de 

transcripción que juegan papeles fundamentales en aspectos fisiológicos como lo son la 

diferenciación celular, la biogénesis mitocondrial, regulación de la beta oxidación, entre otros. Entre 

estas funciones, también participan en los procesos de carcinogénesis cutánea. 

 Los PPAR tienen 3 isoformas (PPARα, PPARβ/δ y PPARγ) encargadas de múltiples 

funciones, entre ellas, se han reportado algunos mecanismos de acción que pueden combatir la 

carcinogénesis. En el tejido humano se tiene determinado que la isoforma PPARγ reduce la 

proliferación celular del melanoma. Recientemente se demostró que la tercera isoforma, PPARβ/δ, 

está expresada en melanoma humano y actúa como represor del gen del tumor de Wilms (WT1), un 

gen ya conocido por desempeñar un papel importante en la proliferación del melanoma. 

A pesar de los estudios relacionados que se tienen acerca de las isoformas de PPAR en otras 

especies, y un estudio del comportamiento de PPARβ/δ antes y después del ejercicio en equinos, 

faltan análisis a profundidad acerca del papel que juegan los PPAR en el melanoma equino, sus 
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niveles de expresión y que relación se presenta con los caballos dependiendo su acondicionamiento 

físico. Basándose en lo anteriormente dicho, el objetivo del siguiente trabajo fue analizar la 

expresión génica de las isoformas de PPARβ/δ y PPARγ en piel sana y melanoma equino y 

determinar su asociación con el nivel de acondicionamiento físico. 
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2. HIPÓTESIS 

 

La expresión de las isoformas de los PPARs (β/δ y γ) será mayor en melanoma en 

comparación con piel sana en equinos y esta expresión mostrará una relación directamente 

proporcional con el nivel de acondicionamiento físico. 
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3. OBJETIVOS 

 

3.1. OBJETIVO GENERAL  

Analizar la expresión de las isoformas de PPARβ/δ y PPARγ en piel sana, melanoma equino 

y su relación con el nivel de acondicionamiento físico. 

 

 

3.2. OBJETIVOS ESPECÍFICOS 

1- Analizar histopatológicamente las muestras de piel sana y melanoma de equinos mediante la 

tinción convencional de Hematoxilina y Eosina. 

2- Analizar la expresión de ARNm de PPARβ/δ y PPARγ en piel sana y melanoma equino mediante 

qPCR. 

3- Determinar la asociación entre el nivel de acondicionamiento físico y la expresión de PPARβ/δ y 

PPARγ en piel sana y en melanoma. 
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4. ANTECEDENTES 

 

4.1. Aspectos generales del cáncer 

El cáncer se define como un crecimiento celular descontrolado, producido por una alteración 

del funcionamiento replicativo de las células y llegando a formar grandes masas de células 

defectuosas; estas masas o tumoraciones no ejercen ninguna funcionalidad al organismo y carecen 

de una disposición ordenada. En cuanto a la etiología solo se han demostrado algunas específicas 

para algunos tipos de tumores en perros, debido a que en su mayoría son multifactoriales en gran 

parte, desconocidos. Los más referenciados y conocidos hasta ahora son los factores físicos y 

genéticos (Alberts et al., 2010; Scott & Miller 2011; Zachary, 2017). 

La patogénesis del cáncer se lleva a cabo debido a la supervivencia de estas células 

degeneradas, evadiendo mecanismos de apoptosis y el sistema inmunitario, encargado de la 

eliminación de células dañadas. Los tumores pueden ser benignos o malignos. Los tumores benignos 

hacen referencia a las masas de crecimiento lento y delimitado, generalmente recubiertos por una 

membrana que evita su propagación a otros órganos y tejidos. Mientras que los tumores malignos, 

son de crecimiento acelerado, consumen muchos recursos del organismo y pueden viajar por vía 

linfática o sanguínea a otros órganos, generando tumores secundarios o metastásicos. Existen más 

de 200 tipos de cáncer, generalmente, cada uno recibe el nombre de órgano, tejido, o células 

específicas que lo forman (Mendelsohn et al., 2008).  

Los modelos de diferentes tipos de cáncer siguen siendo hasta la fecha una gran herramienta 

para el entendimiento de las causas detonantes de la neoplasia, estos modelos se estudian en animales 

mediante tumores experimentalmente inducidos o tumores naturalmente desarrollados en el animal. 

En  modelos de cáncer inducidos experimentalmente, la administración de sustancias carcinogénicas 

o trasplantación de células cancerígenas de origen humano resulta en la generación (neo o novo) del 

cáncer en los animales experimentales (Anaïs Prouteau, 2019; Zachary, 2017). 

Se pueden categorizar de acuerdo con el tipo de célula que afecta. El carcinoma, es el tipo 

más común, iniciando en las células epiteliales, formando capas sobrepuestas de tejido. Otro tipo 

común es el sarcoma, formado en el tejido conjuntivo como hueso o cartílago, musculatura o vasos 

sanguíneos; el linfoma, generado a partir de los linfocitos, que son células blancas pertenecientes al 
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sistema inmunitario. Por último, el melanoma, comenzado en las células productoras de melanina, 

los melanocitos, encargados de proteger el contenido genético de la célula de los rayos UV y provee 

el color de la piel, ojos y pelo (Yang et al., 2020).   La detección temprana de cualquier tipo de cáncer 

puede ser efectivamente tratado por medio de cirugía, quimioterapia, radioterapia o terapia génica 

(Carneiro & El-Deiry 2020; Spugnini et al., 2011). 

 

  4.2. Factores genéticos en cáncer 

Una característica básica de las células cancerígenas es la inestabilidad genética, por lo tanto, 

en el transcurso de la división de estas células degeneradas, es común que sufran múltiples 

mutaciones (Read et al., 2015). Estas mutaciones oncogénicas ocurren fundamentalmente en 4 clases 

de genes: genes promotores del crecimiento (protoncogenes) como la beta Catenina o la K-Ras, 

genes supresores de tumores como es el caso de p53 (Tabla 1), genes involucrados en la reparación 

de ADN que promueven el mantenimiento del genoma y genes proapoptóticos como la survivina 

(Hawkes et al., 2016). Estos genes ya se han reseñado como marcadores moleculares y actualmente, 

muchos de ellos son utilizados para el diagnóstico de la evolución de un tipo de cáncer o la presencia 

del varios tipos de cáncer (Van der Weyden et al., 2020). 

Si bien existen factores genéticos que favorecen el crecimiento y desarrollo del tejido tumoral 

y el cáncer, también existen factores genéticos que ayudan a prevenir o reprimir el crecimiento 

descontrolado de la neoplasia, actuando como supresores de este desarrollo maligno. Genes que 

codificarán proteínas que favorecerán la inhibición del crecimiento tumoral o bien la estimulación 

de la muerte celular del tejido neoplásico (Tabla 1). 
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Gen Locus Neoplasia 

Rbl 13q14 Retinoblastoma, Osteosarcoma y 

Pulmón 

P53 17q12-13.3 Astrocitoma 

Osteosarcoma 

WT1 12p13 Tumor de Wilms 

DCC 18q21 Carcinoma de colon 

NF-1 17q11.2 Neurofibromatosis tipo l 

APC y MCC 5q21-22 Carcinoma de colon 

MEN-1 11q13 Páncreas, Paratiroides, Hipófisis y 

Corteza adrenal 

MEN-2 10q11 Carcinoma papilar de tiroides 

BRCA-1 17q21 Cáncer de ovario 

Tabla 1. Genes que actúan como supresores tumorales. Adaptado de:(Rangel-Sánchez et al., 2021). 

 

  4.2.1. Neoplasias y cáncer en equinos 

En cuanto a la especie equina, la prevalencia de neoplasias es considerablemente baja, dato 

poco actualizado, pero su incidencia se estima del 1 al 3% con respecto a todas las patologías 

reportadas en esta especie, por otro lado, la incidencia de cáncer en esta especie también se encuentra 

muy por debajo de la reportada para los humanos. Su incidencia en comparación a otras especies 

domésticas también es considerablemente baja. La razón por la cual la especie equina tiene esta 

aparente resistencia al desarrollo de neoplasias malignas y benignas aún se desconoce, no obstante, 

se tienen conceptualizadas algunas teorías genéticas, de acondicionamiento y nutricionales que se 

han propuesto (Davis & Rush 2013; Edge et al., 2015; Michiels et al., 2010). Cabe resaltar que 
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factores como la edad y el color de capa del caballo, aumentan considerablemente la predisposición 

de ellos a desarrollar esta patología (Figura 1) (Burden, 2011). 

 

Figura 1. Aspecto clínico de un paciente equino con melanoma maligno. Se aprecian tumoraciones 

multifocales en un grado avanzado de evolución en la región perianal y el maslo de la cola. Foto tomada de 

un paciente equino remitido al Hospital de Grandes Especies de la UANL.  Fuente: Autor. 

  

4.2.2. Melanoma en equinos 

El melanoma es una neoplasia caracterizada por el crecimiento descontrolado de las células 

productoras de melanina, los melanocitos (Figura 1) (Edition, 2010; Phillips & Lembcke, 2013). 

Dependiendo de su nivel de proliferación estos pueden ser suaves o sólidos a la palpación. El 

melanoma equino puede proliferar de manera aislada en un tejido o puede estar agrupado a otras 



 

9 
   

masas tumorales, comúnmente con el carcinoma de células escamosas. La masa tumoral suele ser 

de color gris a negro intenso, aunque algunos de estos pueden carecer de color, en el caso del 

melanoma amelanocítico (Alonso et al., 2019; Busato et al., 2017). Se diferencian entre tumores 

benignos o malignos, no poseen clasificaciones oficiales por estadios como el melanoma en humanos 

(Figura 2 y 3) (Burden, 2011; Fossati, 2010; Knottenbelt et al., 2015). Sin embargo, se han podido 

reportar 4 diferentes formas de tumores melanocíticos equinos; el nevus melanocítico, melanoma 

dermal, melanocitosis dermal y melanoma anaplásico maligno (Burden 2011; Read et al., 2015; 

Valentine 1995; Van der Weyden et al., 2020). 

 

Figura 2. Melanoma equino. Gran confluencia de melanomas nodulares y en forma de placa en la base de la 

cola y el perineo con ulceración y comienzos de invasión en la cavidad perianal. Foto tomada de un paciente 

equino remitido al Hospital de Grandes Especies de la UANL.  Fuente: Autor.  
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Figura 3. Corte histológico teñido con Hematoxilina y Eosina del melanoma equino. Se muestra células 

neoplásicas pleomórficas y pigmentadas de forma variable que se infiltran en el tejido conectivo y 

distorsionan toda la arquitectura de la piel. Fuente: autor. Microscopía de luz en aumento 40x. Inclusión en 

parafina. (H&E). Barra de escala: 10μm. Fotos tomadas con cámara AxioCam ERc 5s en utilización del 

software ZEN 3.2 Lite. 

 

En cuanto a tratamientos para los melanomas, si bien se han probado muchas terapias, no 

existe un tratamiento ampliamente aceptado para esta patología (Domingues et al., 2018; Pelster & 

Amaria 2019). Un número limitado de tumores malignos en etapa temprana ubicados en la cola o en 

la región perineal se extirparon quirúrgicamente con aparente éxito. Sin embargo, la escisión 

quirúrgica no es una opción realista en muchos casos avanzados, particularmente aquellos con 

invasión local significativa de tumores en áreas, como la glándula salival parotídea, que presentan 

un enfoque quirúrgico más complicado. También es importante tener en cuenta que la escisión 
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localizada no previene la progresión de la enfermedad (Figura 4) (Phillips & Lembcke, 2013; J. F. 

Zachary, 2017). La cimetidina, un antagonista del receptor de histamina tipo II, se ha utilizado como 

agente terapéutico para melanoma (Moore et al., 2013; Seltenhammer et al., 2003). 

Figura 4. Sitio de extracción de una masa tumoral de melanoma de paciente equino. Se resalta una ubicación 

anatomopatológica poco común de un melanoma. Foto tomada de un paciente equino remitido al Hospital de 

Grandes Especies de la UANL. Fuente: Autor. 

 

Se han propuesto varios mecanismos de acción para la cimetidina, incluida la inactivación 

selectiva de las células T supresoras, una mayor actividad de las células asesinas naturales, el 

antagonismo de los receptores de histamina tipo II y los efectos antiinflamatorios, pero su 

importancia con respecto al tratamiento del melanoma equino aún no se ha establecido (Domingues 

et al. 2018). Los resultados inconsistentes han convertido a la cimetidina en una opción de 

tratamiento poco confiable para los caballos con el melanoma equino. Algunos proponen que estas 

inconsistencias pueden estar relacionadas con la variabilidad dentro del melanoma equino en sí, lo 

que sugiere que las variaciones en el metabolismo celular, la diferenciación o la activación del 

receptor pueden ser responsables, pero no hay evidencia para corroborar esta teoría (Domingues et 

al., 2018; Dummer et al., 2020; Grahovac et al., 2019; Leonardi et al., 2018).  
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4.3. Genes asociados a los melanomas equinos 

En las últimas décadas se ha reconocido una conexión entre el color de la capa gris y el 

melanoma equino, debido a que este color de capa (tordillo) es el más frecuente en los caballos que 

desarrollan esta patología. Se ha propuesto un rasgo autosómico completamente dominante 

controlado por una mutación reguladora, más específicamente una duplicación de 4,6 kb en el intrón 

6 de la sintaxina-17, como el vínculo genético probable entre el color del pelaje gris y la EMM. La 

mutación está asociada con 4 genes: NR4A3 (subfamilia de receptores nucleares hormonales 4, 

grupo A, miembro 3), STX17 (sintaxina 17), TXNDC4 (dominio tioredoxina-contiene-4 ') e INVS 

(inversina), con niveles notablemente más altos de STX17 y NR4A3 presentan melanomas. Los 

caballos que eran homocigotos para la mutación se encontraron de color gris más rápidamente y 

también eran más homogéneamente blancos con menos manchas que los heterocigotos. También se 

descubrió que los homocigotos exhiben una incidencia significativamente mayor de melanoma 

(Sánchez-Guerrero et al., 2019; Schott ll & Peterson 2005).  

4.4. PPAR en cáncer 

Los receptores activados por el proliferador de peroxisomas (PPAR) son factores de 

transcripción activados por ligando. Las tres isoformas de PPAR, PPARα, PPARβ/δ (también 

conocidas como PPARβ o PPARδ) y PPARγ, se encuentran en todas las especies de mamíferos que 

se han examinado hasta la fecha (Berger et al., 2005; Hastie, 2017). Desde la identificación de la 

familia PPAR hace más de 20 años, numerosos estudios han revelado que los PPAR influyen en 

muchas funciones biológicas importantes, como la inflamación, la supervivencia celular y la 

diferenciación (Dubois et al., 2017; Han et al., 2017). Su mecanismo de acción suele estar 

acompañado de cofactores de activación o represión como en Receptor Retinoide X (RXR), el cual, 

por medio de un ligando endógeno o exógeno activa la región de transcripción, dando como resultado 

una represión o activación génica (Figura 5 y 6). 
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Figura 5. Esquematización del mecanismo de acción básico de los receptores activados por 

proliferación de peroxisoma.  a) Mecanismo de activación del PPAR en conjunto con el RXR y ligandos 

específicos para generar el complejo correpresor (circulo marrón). b) Mecanismo de activación del PPAR en 

conjunto con el RXR y ligandos específicos para generar el complejo coactivador (circulo amarillo).   

Adaptado de: (Zoete et al., 2007). 

Figura 6. Estructura proteica de los receptores activados por proliferación del peroxisoma. Se pueden 

apreciar los 4 dominios proteicos, señalando la ubicación de los dedos de zinc y las regiones activadores de 

la transcripción, AF1 y AF2. Adaptado de: (Zoete et al., 2007).  
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Sus características particulares entre cada una de las isoformas están otorgadas basándose en 

los dominios proteicos específicos de cada una de ellas, junto con su ubicación en cada célula y su 

disposición tridimensional (Figura 7) (Kersten et al., 2000; Mendelsohn et al., 2008; Tachibana et 

al., 2008). 

Figura 7. Estructura proteica de las 3 isoformas de los receptores activados por proliferación del 

peroxisoma en humanos. Se pueden apreciar las diferencias entre las tres isoformas, destacando la cantidad 

de aminoácidos en cada uno de los dominios (A/B, C, D y E/F).  Adaptado de: (Tachibana et al., 2008). 

 

Los PPARs son activados por ligandos endógenos que se derivan del metabolismo de los 

ácidos grasos y otros compuestos que se encuentran en la dieta, lo que es consistente con el hecho 

de que los PPARs regulan la expresión de muchos genes involucrados en el metabolismo de la 

glucosa y los lípidos. A través de este mecanismo, la homeostasis celular se mantiene durante los 

períodos de alimentación y hambre. Las drogas y otros xenobióticos también pueden modular de 

manera diferencial las actividades reguladoras de PPAR. Aún no está claro si los PPAR funcionan 

como supresores de tumores o como oncogenes en el cáncer. La complejidad de las vías que están 

reguladas por los PPAR, y la propensión de estas vías a ser alteradas en el cáncer, ofrece alguna 

explicación para las funciones dispares de los PPAR en diferentes tipos de tumores (Müller, 2017; 

Peters et al., 2015). Sin embargo, ya se han reconocidos mecanismos específicos del funcionamiento 

de algunos ligandos de los PPARs, que han demostrado tener funciones específicamente 
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anticancerígenas como es el aumento de la adhesión celular en la masa tumoral y la reducción de la 

angiogénesis hacia la formación neoplásica (Figura 8).  

Figura 8. Mecanismos de acción anticancerígenos teorizados de los PPARs. a) Unión del ligando 

especifico de la isoforma de PPAR a ser activada. b)  Reducción de la angiogénesis generada hacia la masa 

tumoral. c) Aumento de la adhesión celular para evitar masas tumorales secundarias o metastásicas. 

Elaboración: Autor. Adaptado de: (Balignasay, 2016; Gupta et al., 2015). 
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4.4.1. Receptor activado por proliferación del peroxisoma alfa (PPAR α)  

PPARα, que fue el primer PPAR en ser identificado, se expresa en muchos tejidos, 

particularmente aquellos que requieren oxidación de ácidos grasos como fuente de energía. PPARα 

es central para el mantenimiento de la homeóstasis lipídica: una función principal de PPARα es 

aumentar la capacidad celular para movilizar y catabolizar los ácidos grasos, particularmente en el 

hígado durante la inanición, donde la oxidación de los ácidos grasos es esencial para la producción 

de energía. En estas condiciones, PPARα probablemente se activa por ácidos grasos endógenos y 

derivados de ácidos grasos. PPARα es también el objetivo molecular de los fibratos, que son 

fármacos ampliamente utilizados que reducen los lípidos séricos a través del aumento de la oxidación 

de los lípidos (Ferri et al., 2017; Jørgensen et al., 2018). 

El número de genes a los que PPARα afecta de manera directa es grande y se ha revisado en 

otro lugar, pero incluye muchos que codifican enzimas que están involucradas en el metabolismo de 

glucosa, lípidos y aminoácidos. PPARα también puede mejorar la resistencia a la insulina en 

modelos de diabetes con alto contenido de grasa y genéticos a través de cambios pleiotrópicos en la 

expresión génica que evitan el aumento de peso y la adiposidad (Cheng et al., 2019; Harmon et al., 

2011; Zieleniak et al., 2008). 

 

4.4.2. Receptor activado por proliferación del peroxisoma gamma (PPAR γ) 

Los efectos fisiológicos de la activación de PPARγ están mediados principalmente por 

PPARγ1 y PPARγ2, que se derivan de cuatro ARNm diferentes (PPARG1, PPARG2, PPARG3 y 

PPARG4). Todavía no se han determinado patrones de expresión cuantitativos completos de PPARγ 

a nivel de proteína en ninguna especie, pero la expresión de PPARγ se ha demostrado en muchos 

tipos de células. Se encuentra una inmunorreactividad inespecífica significativa con algunos 

anticuerpos dirigidos a PPARγ, lo que probablemente afecta la interpretación de los resultados de 

los estudios que examinan la expresión de PPARγ (Paulitschke et al., 2012; Sakharkar et al., 2013). 

Los ácidos grasos poliinsaturados, los derivados de ácidos grasos como 15-desoxi-Δ-12,14-

prostaglandina J2 (15d-PGJ2), ácido 9-hidroxioctadecadienoico (9-HODE), 13-HODE y ácidos 

grasos nitrados pueden activar PPARγ y pueden ser ligandos endógenos. PPARγ es crucial para el 

desarrollo, en particular de la placenta y el corazón, y también es esencial para la adipogénesis y 
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almacenamiento de grasa. El tejido adiposo blanco es el objetivo principal de los agonistas de 

PPARγ, las tiazolidinedionas, que disminuyen los lípidos séricos al aumentar la adipogénesis y el 

almacenamiento de lípidos, y que aumentan la expresión de diversas adipocinas, como la 

adiponectina y la resistencia, que aumentan colectivamente la sensibilidad a la insulina (Peters et al., 

2012). 

4.4.2.1. Receptor activado por proliferación del peroxisoma gamma (PPAR γ) en la 

carcinogénesis 

PPARγ está estrechamente vinculado con los ligandos activadores como 15-desoxi-Δ-12,14-

prostaglandina J2 (15d-PGJ2), un ligando endógeno y las tiazolidinedionas, ligandos exógenos; y en 

el último par de décadas, ligandos sintéticos y no sintéticos han sido estudiados por su capacidad de 

inhibir la agresiva proliferación de las células del melanoma (Figura 9) (Hihi et al., 2002; Núñez et 

al., 2006). 

 

Figura 9. Activación farmacológica de PPARγ en líneas celulares de melanoma de origen humano A375. 

Se observa como la Ciglitazona en combinación con la deprivación de los aminoácidos Tirosina y 

Fenilalanina (AA en la figura) inhibe la proliferación de la línea celular A375 del melanoma. Adaptado 

de:(Núñez et al., 2006). 
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4.4.3. Receptor activado por proliferación del peroxisoma Beta/Delta (PPARβ/δ) 

El receptor activado por proliferador del peroxisoma beta/delta (PPARβ/δ) es un receptor 

nuclear hormonal que funciona como un factor de transcripción controlado por ligando en diversos 

procesos biológicos. Si bien se conoce bien su papel en el metabolismo de la glucosa y los lípidos, 

su función en la inflamación es compleja y no se ha aclarado por completo. PPARβ / δ generalmente 

se asocia con efectos antiinflamatorios, pero su activación también puede promover distintas 

funciones de estimulación inmunológica. PPARβ/δ también regula la glucosa y la homeostasis 

lipídica. PPARβ/δ se expresa en la mayoría de los tejidos en roedores y humanos, y la expresión de 

PPARβ/δ parece ser el más alto en los epitelios del intestino, colon y piel. En el cual un estudio ha 

demostrado que se localiza con RXR en el núcleo. Los ligandos que activan PPARβ/δ aumentan los 

niveles séricos de colesterol de lipoproteínas de alta densidad en ratas, primates no-humanos y 

humanos. Esto probablemente esté mediado por la expresión dependiente de PPARβ/δ del 

transportador inverso de colesterol ATP que se une al casete A1 y por un aumento del flujo de 

colesterol específico de apolipoproteína A1 (Mackenzie & Lione 2013; Peters et al., 2012). 

La activación del ligando de PPARβ/δ también puede disminuir los triglicéridos séricos, 

prevenir la obesidad inducida por la dieta alta en grasas, aumentar la sensibilidad a la insulina y 

mejorar los síntomas asociados con el síndrome metabólico a través de la regulación de genes que 

codifican enzimas metabolizadoras de ácidos grasos en el músculo esquelético y genes que codifican 

proteínas lipogénicas en el hígado. PPARβ/δ también inhibe la inflamación hepática causada por 

estímulos genéticos, dietéticos y químicos, en parte por la transrepresión de la señalización 

dependiente de NF-κB, lo que resulta en una expresión reducida de citocinas como el factor de 

necrosis tumoral (TNF), interleucina- 1β (IL-1β) e IL-6. La activación de PPARβ/δ también puede 

promover la diferenciación terminal en queratinocitos, epitelio intestinal, oligodendrocitos y 

osteoblastos, y esta función podría tener consecuencias importantes para el desarrollo del tumor 

(Desvergne et al., 2019; Ignacio-Garza, 2015; Müller, 2017; Peters et al., 2012). 
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Su secuencia proteica de aminoácidos en comparación a las de otras especies muestra una 

composición de regiones conservadas (Figura 10) (Cho et al., 2015; Katarzyna Ropka-Molik et al., 

2017; Zoete et al., 2007). 

Figura 10. Comparación de la secuencia de aminoácidos de PPAR en diferentes especies. Se puede 

apreciar regiones conservadas en la especie equina, como los dedos de zinc C4 (recuadro superior de línea 

punteada) y los ligandos de unión (recuadro inferior). Ambos dominios denotan regiones conservadas de este 

receptor nuclear hormonal. Adaptado de (Cho et al., 2015). 
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4.5. Estudios de los PPAR y el acondicionamiento físico en equinos 

La relación entre PPARβ/δ y el acondicionamiento físico se tenía conceptualizada por el 

papel que juegan los receptores nucleares PPARs en procesos metabólicos como la beta oxidación, 

PPARβ/δ particularmente desempeña roles en el metabolismo muscular a través de la oxidación de 

ácidos grasos en músculo (K Ropka-Molik et al., 2017). 

Recientemente se ha realizado un estudio que media la expresión de PPARβ/δ antes y después 

del ejercicio, para determinar que tanto variaba la expresión de este factor de transcripción. En el 

análisis por RT-PCR se demostró que los niveles de expresión de PPARβ/δ musculoesquelético 

aumentaban considerablemente después de una exposición del organismo a ejercicio físico (Figura 

11). 

 

Figura 11. Análisis de la expresión de PPARβ/δ antes y después del ejercicio en musculo esquelético y 

leucocitos.  (A) Nivel de expresión de PPARβ/δ antes y 30 minutos después del ejercicio en músculo 

esquelético de equino. Se aprecia que la expresión de PPARβ/δ aumentó cerca de 2.5 veces al cabo de los 30 

minutos después del ejercicio en tejido musculoesquelético. (B) Análisis de expresión del PPARβ/δ equino 

antes y después del ejercicio en leucocitos. Los niveles de expresión de PPARβ/δ aumentaron 

significativamente luego de 60 minutos después del ejercicio en comparación a los niveles expresados antes 

del ejercicio (Cho et al., 2015). 
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4.6. Estudios de la actividad de PPARβ/δ como inhibidor de la proliferación celular del 

melanoma 

Interacciones moleculares que existen entre los PPARs y el melanoma maligno cutáneo ya 

se han estudiado en humanos y ratones. Se conoce que la activación de la isoforma PPARα inhibe 

el potencial metastásico del melanoma y que la isoforma PPARγ reduce la proliferación celular de 

la neoplasia. En el siguiente estudio realizado en la universidad Nice-Sophia Antipolis, en Francia, 

se demostró que PPARβ/δ reprime a WT1, evitando de esta manera su actividad carcinogénica 

(Figura 12)(Michiels et al., 2010).  
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Figura 12. Activación farmacológica de PPARβ/δ en líneas celulares de melanoma de origen humano y 

murino A375 (humano) y B16F0 (ratón). Las células de melanoma fueron tratadas con diferentes 

concentraciones de dos Agonistas de PPARβ/δ, GW0742 o GW501516, durante 24 h. l activación de 

PPARβ/δ inhibe la proliferación celular del melanoma. Las células tratadas con agonista de PPARβ/δ fueron 

inmunotintado con un antígeno nuclear celular antiproliferativo (PCNA) anticuerpo y contratintado con DAPI 

(a (a – c)). Celdas en siete campos ópticos aleatorios se contaron y el porcentaje de PCNA positivo células 

determinadas (b – d; para cada línea celular y cada agonista, n = 3, P <0,001). Alternativamente (e – g), las 

células se incubaron con 5-bromodeoxiuridina (BrdU) seguida de detección inmunológica de la BrdU 

incorporada (para cada línea celular y cada agonista, n = 4, P=<0.001 para celdas A375 y, P=<0.05 para celdas 

B16F0). Adaptado de (Michiels et al. 2010). 
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Se demostró que la activación farmacológica de PPARβ/δ reducía los niveles proteicos de 

nestina y zyxina, proteínas que desempeñan roles esenciales en la patogénesis y la angiogénesis de 

múltiples neoplasias, como el melanoma (Bernal & Arranz, 2018; Van der Gaag et al., 2002; Kotb 

et al., 2018; Matsuda et al., 2013). Se supo también que las isoformas de WT1 están relacionadas 

con el nivel de agresividad del tumor y que PPARβ no tiene la capacidad de reprimir todas las 

isoformas de WT1 (Michiels et al., 2010). 
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5. JUSTIFICACIÓN 

 

La salud equina es un tópico de alto interés para la medicina veterinaria debido a los 

componentes económicos, recreativos y afectivos que representan estos animales en la actualidad. 

Las neoplasias son un problema de salud bastante recurrente en caballos, entre estas, las neoplasias 

cutáneas. Las neoplasias cutáneas tienen múltiples presentaciones y etiologías, siendo el melanoma 

una de las más frecuentes. Los melanomas tienen diferentes grados de malignidad, presentaciones 

clínicas y morfológicas con diferentes tiempos de evolución. Por estas razones es fundamental poder 

reconocer los componentes moleculares que juegan un papel importante en el desarrollo de las 

células neoplásicas. 

Anteriormente se ha estudiado en humanos y ratones, la capacidad que tienen los receptores 

activados por proliferación del peroxisoma (PPARs) de reducir la proliferación, metástasis y 

angiogénesis del tejido tumoral. Se han reconocido las interacciones entre los PPARs y factores 

carcinogénicos en el melanoma, como el gen del tumor de Wilms (WT1). Los PPARs juegan un 

papel fundamental en la evolución del melanoma, puesto que presentan una acción represora de gen 

WT1, el cual presenta características carcinogénicas en los melanomas, sin embargo, estos estudios 

aún no han sido realizados en caballos, por lo que se desconoce si su comportamiento molecular es 

similar, igual o diferente en esta especie. 

Determinar las isoformas de PPARs que actúan en mayor cantidad en los melanomas 

malignos cutáneos en equinos y sus interacciones moleculares será de gran ayuda para reconocer 

factores de riesgo que nos ayuden a predecir la resolución de un melanoma y de esta manera poder 

actuar con medicina preventiva en las etapas iniciales de la patología. 
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6. METODOLOGÍA 

6.1. Diseño experimental: 
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6.2. Recolección de muestras: 

 

6.2.1. Animales de estudio 

Como criterio de inclusión para nuestros grupos se tuvo en cuenta el acondicionamiento físico 

de los animales (de alto rendimiento y de bajo rendimiento), basándose en su función zootécnica 

(salto, carreras, charrería, exposición, recreación); se tomaron muestras de caballos de clubes hípicos 

del área metropolitana de Monterrey o caballos que fuesen remitidos al Hospital de Grandes Especies 

de la Universidad Autónoma de Nuevo León. De estos caballos se recolectaron muestras de piel sana 

y tumoraciones sospechosas de melanoma. Sobre la base de los criterios de inclusión se tuvieron los 

grupos de alto acondicionamiento físico y bajo acondicionamiento físico, teniendo como variable 

adicional la presencia de melanoma en ambos grupos.  

 

6.2.2. Proceso de muestreo 

Se recolectaron 10 muestras de piel sana y 27 muestras de melanomas de los caballos 

muestreados. Para la toma de muestra se realizó la asepsia correspondiente para la obtención de las 

muestras de piel sana y melanoma de regiones del maslo de la cola y la región perianal. Se realizó 

inducción de anestesia con dosis de 1.1 mg/kg Xilacina al 10 % (Procin®Equus-PiSA farmacéutica 

Agropecuaria, DF, México) y dosis de 0.01 mg/kg de Detomidine (Domosedan®-Pfizer AG, Zurich, 

Switzerland) a través de vena yugular, posteriormente se rasuró y se desinfectó el área de recolección 

de muestra. Se anestesió con 10ml de Lidocaína al 2 % (Pisacaina®-PiSA farmacéutica 

Agropecuaria, DF, México) en el perímetro del tumor. El tejido se retiró con técnica de extracción 

quirúrgica estándar. También se tuvo en cuenta que el caballo no hubiese realizado ejercicio en las 

horas previas a la extracción de las muestras para reducir sesgos en el experimento. 

Las muestras fueron guardadas en bolsas plásticas rotuladas con los datos generales del caballo 

muestreado y la fecha de recolección, las muestras fueron transportadas en cajas de material aislante 

térmico para mantener la cadena de frío de los tejidos recolectados durante su transporte. 

Posteriormente, las muestras fueron resguardadas a -20°C en el congelador del departamento de 

genética, departamento perteneciente a la Facultad de Medicina Veterinaria y Zootecnia (FMVZ).  
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6.3. Análisis histológico de las muestras de piel sana e histopatológico de las muestras de 

Melanoma de equino, mediante la tinción convencional de H&E: 

 

6.3.1. Toma de la muestra:  

La muestra ya previamente fijada (piel sana y melanoma), se lavó con agua directa de la llave 

y se cortó empleando una hoja de bisturí realizando la mínima presión en el tejido, para evitar 

distorsionar sus estructuras microscópicas, las pieles se cortaron entre 4 y 5mm de grosor, 5mm de 

ancho y 1 a 1.5cm de largo aproximadamente, los melanomas de 5mm de grosor por un 1cm por 

lado aproximadamente. El resto de cada tejido se volvió a almacenar en los recipientes con formalina 

al 10%.  

 

6.3.2. Fijación de las muestras:  

Una vez cortados, los tejidos se colocaron en un casete de plástico, se cerró y se etiquetó para 

identificarlos, se incubaron por 48 horas en un frasco con formalina nueva al 10% para impedir los 

procesos de autolisis celular, conservando de esta forma su morfología sin cambios notables y 

manteniendo la integridad de cada célula, también se logró que las células adquirieran la capacidad 

oxidante reductora para conferirse en ellas una mejor absorción hacia el colorante.  

La formalina tiene la capacidad de penetrar rápidamente el tejido fijando y confiriendo cierta 

dureza para mantenerse intactos durante todo el proceso de la técnica.  

  

6.3.3. Inclusión de las muestras:  

Pasadas las 48 horas se sacaron los casetes y se lavaron con agua corriente, se pasaron al 

Histoquinete en donde se guardaron durante un día.  
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Procedimiento: 

I. Se deshidrataron las muestras para extraer el agua de los tejidos y que el solvente actúe 

correctamente.  

 

Deshidratadores  Tiempo de duración de las muestras en c/u  

Alcohol al 70%. 8 horas. 

Alcohol al 80%. 8 horas. 

Alcohol al 96%. 1 hora. 

Alcohol al 100%. 1 hora. 

Tabla 2. Deshidratadores de los Tejidos. 

II. Los tejidos se pasaron a las soluciones de aclaración o diafanización que permitirán la 

solubilidad de la parafina.  

 

Aclarante Tiempo de duración de las muestras en c/u 

Alcohol/Xilol (50:50) 1 hora 

Xilol Puro 1 hora 

Xilol Puro 1 hora 

Tabla 3. Aclaradores de los Tejidos. 

III. Por último se incluyeron en baños de parafina.  

 

Pre-inclusiones  Tiempo de duración de las muestras en c/u  

Parafina I 1:30 (hora y media) 

Parafina II 1:30 (hora y media) 

Tabla 4. Líquidos de pre-inclusión de los tejidos. 

Nota: Cada una de las soluciones esta vertida en una jarra que forma parte del histoquinete 

y por medio del mecanismo giratorio automático va cambiando las muestras de solución en solución 

después del tiempo establecido anteriormente, los tejidos siempre permanecieron cada uno en su 

casete individual. 

Una vez terminado el proceso en el histoquinete, los tejidos fueron extraídos del casete y se 

pasaron a la inclusión final para formar los bloques de donde se extraerán los cortes. Se colocaron 



 

29 
   

los recipientes con parafina sólida en la estufa a 70°C y se dejaron por 5 a 10 minutos para que se 

hagan líquidos. Se vertió la parafina líquida en el molde con el tejido, se aplicó una ligera presión y 

se dejó secar a temperatura ambiente y posteriormente se llevaron al refrigerador para que se 

solidifiquen por completo de forma homogénea. Una vez solidificado se extrajo el bloque del molde 

de metal y se le retiró el excedente que quedaba a los lados. 

 

6.3.4. Microtomía: 

Antes de realizar los cortes en el microtomo, los bloques se metieron al congelador para que 

las secciones del tejido estén uniformes. Posteriormente se realizaron los cortes a 4μm. Se 

desprendieron del micrótomo con un estilete y se pasaron a baño maría por flotación a 45°C para 

realizar su extensión. De inmediato se colocó cada corte por individual en una laminilla con especial 

cuidado para evitar romper el tejido. Se dejaron secar a temperatura ambiente por un día. 

Posteriormente se procedió a realizar la tinción de Hematoxilina y Eosina. 

 

6.4. Tinción con Hematoxilina y Eosina (H&E): 

6.4.1. Coloración o tinción de las muestras: 

En una gradilla metálica se colocaron las laminillas que van a contener la piel sana y 

melanoma y se pasaron a procesar en el tren de tinción de H&E. 

1. Se desparafinaron lo tejidos sumergiendo la gradilla en xilol puro por 5 minutos. 

2. Se hidrataron en baños decrecientes de alcohol en el siguiente orden: 

- Alcohol/xilol por 2 minutos. 

- Alcohol al 100% por 2 minutos. 

- Alcohol al 96% por 2 minutos. 

- Finalmente se enjuagaron en agua destilada por 2 minutos. 

3. Se pasaron a la hematoxilina por 3 minutos para la coloración de los núcleos de las células. 
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4. Se lavaron con agua de la llave por 1 minuto. 

5. Se lavaron con agua destilada por 2 minutos. 

6. Se pasaron al alcohol ácido haciendo una inmersión rápida para eliminar el exceso de colorante. 

7. Se lavaron con agua destilada por 2 minutos. 

8. Se realizó una inmersión rápida en agua amoniacal. 

9. Se lavaron en agua destilada por 1 minuto. 

10. Se pasaron a la eosina por 30 segundos para la coloración del citoplasma y material extracelular.  

11. Se deshidrataron en alcoholes de forma creciente: 

-Alcohol al 96% 2 inmersiones. 

-Alcohol al 96% 2 inmersiones. 

-Alcohol al 100% 2 inmersiones. 

-Alcohol/xilol por 2 minutos. 

13. Se pasaron a un baño de xilol por 2 minutos. 

14. Finalmente se realizó el montaje. 

 

6.4.2. Montaje: 

Cada laminilla se sacó del xilol y se le colocó una gota de entellan (pegamento) por encima 

del tejido teñido, se sumergió nuevamente al xilol para que el entellan se volviera menos acuoso y 

se colocó un cubreobjetos con especial cuidado para evitar la formación de burbujas sobre el tejido 

al momento de la adhesión del cubreobjetos con la laminilla para la observación de los tejidos al 

microscopio. 

Una vez realizado el montaje se dejaron secar por un día, posteriormente se procedió con su 

análisis. 
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6.4.3. Observación al microscopio: 

 

Se realizó la observación de cada tejido mediante el microscopio óptico, permitiendo ver a 

detalle cada estructura que constituían los tejidos y con la ayuda de los expertos en la materia 

realizamos el diagnóstico de cada uno.  

 

6.5. PCR en tiempo real  

6.5.1 Flujograma del experimento  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Extracción de ARN a partir 

de tejido. 

Método: (TRIzol ® 

Reagent, Life 

Technologies) 

Síntesis de cDNA → 

Superscript RT ll 

Improm-ll ® reverse transcriptase Promega. 

SYBR® Advantage® qPCR PreMix, 2X de 

TaKaRa 

Análisis de expresión 

génica: Método 2ΔΔCt 

*Kits a utilizar:  
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Para la realización de la técnica de PCR en tiempo real se llevaron a cabo las siguientes etapas 

basados en la bibliografía consultada y bajo la supervisión del técnico a cargo del laboratorio de 

genética de la FMVZ de la UANL. 

 

Figura 13. Etapas de la técnica de qPCR. Adaptado de: (Aguilera et al., 2012). 

 

6.5.2. Técnica de extracción de ARN por el método Trizol 

 

Se pesaron 100mg de tejido, el cual se pulverizó en un mortero con nitrógeno líquido (Figura 

14), se agregó 1ml de Trizol (TRIzol ® Reagent, Life Technologies) hasta que se generó la 

uniformidad de la mezcla y se incubó por 5 minutos a temperatura ambiente. Posterior a la adición 

del Trizol, se efectuó nuevamente el proceso de maceración para favorecer más óptimamente la 

separación de los componentes celulares. 

Después se pasó a un tubo eppendorf de 2ml y posteriormente se adicionaron 200μl de 

cloroformo y se les dió vortex (agitación vigorosa) por 15 segundos, se incubó la muestra por 3 

minutos a temperatura ambiente y se centrifugó a 12000g por 5 minutos a 4°C. Después de 

centrifugar la muestra, ésta se separa en 3 fases: una acuosa o superior la cual contiene el ARN, una 

interfase o fase media que contiene las proteínas y una fase inferior roja que corresponde a la fase 

orgánica que contiene el ADN. La fase acuosa o superior se colocó en un tubo nuevo y se adicionaron 

500μl de Isopropanol, posteriormente se mezcló por inversión 10 veces, se centrifugó por 10 minutos 

a 4°C a 12000g, se decantó el Isopropanol y se le agregó 1ml de etanol al 80%, se le dió vortex por 

3 segundos y se centrifugó a 12000g por 5 minutos, a 4°C. Posteriormente se decantó el etanol y se 
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dejó secar por 10 minutos a temperatura ambiente. Se resuspendió el ARN con 20μl de H2O DEPC 

y se incubó a 55°C por 10 minutos para posteriormente leer su concentración a 260nm. El ARN se 

almacenó a -70°C. 

 

Figura 14. Proceso de extracción del ARN por el método Trizol. Laboratorio de Genética, Facultad de 

Medicina Veterinaria y Zootecnia, Universidad Autónoma de Nuevo León. 

 

 

6.5.3. Cuantificación del ARN extraído: 

 

Para el análisis de purificación del material extraído, se utilizó el método de 

espectrofotometría, utilizando el EPOCH TM del laboratorio de Reproducción, en la Facultad de 

Medicina Veterinaria y Zootecnia, de la UANL. Con la pipeta de 2 μl se colocó la muestra en la 

plataforma, y el software analizó con diferentes espectros de absorbancia, los componentes que se 

encuentran en la muestra. Las muestras cuyo cociente 260/280 y 260/230 fueran menor a 2, fueron 

sometidas a una segunda extracción para evitar presencia abundante de detritos celulares como 

proteínas, alcoholes o Trizol. 
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6.5.4. Síntesis del ADN complementario (ADNc): 

 

Se adicionaron en un tubo Eppendorf un volumen correspondiente a 5μg de ARN, 1μl de 

oligo desoxitimidina (oligo dT 0.5mg/μl) y 1μl de una mezcla de dNTPs 10mM y se llevó a un 

volumen de 12μl con agua DEPC, se calentó a 65°C por 5 minutos, después se adicionó 4μl de Buffer 

First Strand 5x, 2μl de Dithiothreitol (DTT) 0.1M y 1μl de Inhibidor de ribonucleasa, se mezcló y 

se incubó las muestras a 42°C por 2 minutos; posteriormente se adicionó 1μl de Superscript RT 

(1U/μl) a cada muestra y se mezcló por pipeteo, se incubó a 42°C por 50 minutos y se inactivó la 

reacción calentándola a 70°C por 15 minutos. 

 

Para la obtención del control positivo del gen constitutivo o housekeeping correspondiente, 

β-actina, se tomó una muestra de sangre de un caballo de propiedad del Hospital de Grandes Especies 

de la FMVZ, de la UANL. 

 

6.5.5. Extracción de ADN a partir de sangre: 

 

Con el uso del kit Wizard Genomic DNA Purification Kit se procedió a realizar la extracción 

en las siguientes etapas especificadas por el kit: 

- En un tubo eppendorf de 1.5 ml se agregó 300 μl.  

- Posterior a esto se agregó 900μl de la solución de lisis celular. 

- Se mezcló por inversión de 5-6 veces. 

- Se incubó la mezcla por 10 minutos a temperatura ambiente  

- Se centrifugó a 13000 rpm durante un minuto. 

- Se retiró el sobrenadante sin tocar el pellet. 

- Adición de 300μl de solución Nuclear Lysis. 

- Se incubó a 37°C por 1h. 

- Se le adicionó 1.5 μl de RNasa y fue mezclado por inversión 10 veces. 

- Incubación a 37°C por 15 minutos. 

- Enfriamiento a temperatura ambiente y adición de 100 μl de solución salina. 

- Se mezcló por vortex durante 25 s luego centrifugado a máxima velocidad durante 3 minutos. 

- El sobrenadante fue transferido a otro tubo eppendorf de 1.5 μl. 
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- Adición de 300 μl de isopropanol y centrifugación a 13000 rpm durante un minuto. 

- Adición de 300 μl de Etanol al 70% y se centrifugó a 13000 rpm durante un minuto. 

- Se decantaron los alcoholes dejando los tubos secándose a 37°C por 30 minutos. 

Posterior a esto fue rehidratado con 100 μl de la solución rehidratante del kit Wizard e 

incubados a 65°C por una hora. Para finalizar y corroborar la integridad del producto, este fue corrido 

por electroforesis en un gel de agarosa al 1.5% y por último fue almacenado a -20°C. 

 

Nota: Para la obtención del control positivo de las isoformas PPARβ/δ y PPARγ se utilizaron 

los amplicones generados de PCR realizadas previamente en tesis anteriores del grupo de trabajo del 

Laboratorio de Genética de la FMVZ de la UANL. 

 

6.5.6. Análisis de la PCR en tiempo real 

 

Para la medición de la fluorescencia en tiempo real se utilizó la química SYBR Green. Se 

utilizó una única muestra de ADNc para analizar la expresión de las isoformas de PPARβ/δ y PPARγ 

en tubos separados y por duplicados. Se utilizó la Beta actina (β-actina) como un gen de referencia 

de mantenimiento endógeno o Housekeeping.  

Los primers a utilizar para el gen Housekeeping están reseñados a continuación: 

Gen 

Housekeeping 

Secuencia Producto 

(Amplicón) 

β-actina Primer Forward: TAA GGA CCT GTA CGC CAA CAC AGT    

Primer Reverse: ACT CCT GCT TGC TGA TCC ACA TCT 

104 pb 

Nota: Los primers de β-actina fueron diseñados con el uso del programa de libre acceso 

PrimerQuest® Tool de Integrated DNA Technologies (IDT). 

Las condiciones de amplificación para β-actina fueron: 50 °C durante 2 min (preincubación), 

seguidas de 40 ciclos de 95 °C durante 10 min (desnaturalización), 95 °C durante 15 s (recocido) y 

62 °C durante 1 h (extensión).  
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Los primers utilizados para la isoforma PPARβ/δ y PPARγ fueron los siguientes: 

Gen Secuencia Producto 

(Amplicón) 

PPARβ/δ 

(Cho et al. 2015) 

Primer Forward: AGCAACCTCTTCCTCAACGA 

Primer Reverse: GAG GCTGCGTAGGAACTCAC 

150 pb 

PPARγ 

 

Primer Forward: TAGCTCCCATCGCTTAGGTT 

Primer Reverse: CCAAAATGGCATCTCCGTGT 

107 pb 

Nota: Los primers de la isoforma gamma (PPARγ) fueron diseñados con el uso del programa 

de libre acceso PrimerQuest® Tool de Integrated DNA Technologies (IDT). 

 

Las condiciones de amplificación para PPARβ/δ fueron: 50 ° C durante 2 min 

(preincubación), seguidas de 40 ciclos de 95 ° C durante 10 min (desnaturalización), 95 ° C durante 

15 s y 62 ° C durante 1 h (extensión). Las condiciones de amplificación para PPARγ fueron: 50 ° C 

durante 2 min (preincubación), seguidas de 40 ciclos de 95 ° C durante 10 min (desnaturalización), 

95 ° C durante 15 s y 60 ° C durante 1 h (extensión).  

La composición del ensayo fue la siguiente:  

Cada mezcla de PCR de 20 μl consiste en una mezcla maestra (máster mix) disponible 

comercialmente (SYBR® Advantage® qPCR PReMix, 2X de TaKaRa) de la cual fueron 

adicionadas 10 μl por reacción, 0.5 μl del primer F y 0.5 μl del primer R por reacción, 7 μl de H2O 

libre de nucleasas en cada reacción y, por último, 2 μl del ADNc por reacción y a una concentración 

de 150ng/μl.  
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6.5.7. Análisis de la expresión 

Los resultados de la expresión génica se analizaron de acuerdo con el método comparativo 

delta delta Ct (2ΔΔCt), obteniendo el resultado de que genes (ARNm) estaban sobreexpresados o 

subexpresados entre los grupos de muestreo (Figura 15). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 15. Modelo matemático para realizar el cálculo 2ΔΔCT. Adaptado de (Livak & Schmittgen, 2001). 

 

6.5.8. Análisis estadístico  

 

El análisis estadístico de los resultados de las PCR en tiempo real fue llevado a cabo por 

medio del paquete estadístico GraphPad Prism 4, basándose en los resultados arrojados por el 

2ΔΔCt. Se llevó a cabo la prueba T de Student no pareada para la comparación de los 2 grupos de 

piel sana (Con y sin acondicionamiento), posterior a esto se realizó una prueba F de varianzas, y una 

vez confirmado que las varianzas entre los grupos son distintas, se procedió a hacer una T de Student 

con corrección de Welch. Para comparaciones intragrupo, se llevó a cabo la prueba de Tukey.  

 

 

Gen de interés en células control 

Gen housekeeping en células control Gen housekeeping en células 

acondicionadas  

Gen de interés en células acondicionadas 

¿Cambios de expresión? 

ΔCt1= Ct (Gen PPAR-Acondicionamiento) – Ct (Gen Housekeeping en acondicionamiento) 

ΔCt2 = Ct (gen PPAR- control) – Ct (Gen Housekeeping en control) 

2ΔΔCt= Ct1(acondicionamiento) – Ct2 (control) 
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7. RESULTADOS 

7.1. Análisis histológico de los tejidos de piel sana y análisis histopatológico de las muestras de 

melanoma por la técnica de tinción de Hematoxilina y Eosina (H&E): 

 

7.1.1 Piel sana:  

Al analizar el tejido de piel sana tomado de regiones clínicamente sanas, se denotan las 

diferentes estructuras que la conforman y como éstas poseen la arquitectura correspondiente, se 

puede observar en la (Figura 16 y 17). 

Figura 16. Fotomicrografía de la histología de piel sana de equino de 8 años, raza Frisónn, prieto, sin 

acondicionamiento físico. Se observa la arquitectura normal de una muestra de piel sana, pudiendo observar 

estructuras que la conforman. (A) epidermis (B) dermis (C) Folículo piloso (D) glándula sebácea. 

Microscopía de luz en aumento 10x. Inclusión en parafina. (H&E). Barra de escala: 50μm. Fotos tomadas con 

cámara AxioCam ERc 5s en utilización del software ZEN 3.2 Lite.  

A B 

C 

C 

D 

D 
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Figura 17. Fotomicrografía de la histología de piel sana de equino de 18 años, raza cuarto de milla, 

bayo, sin acondicionamiento físico. (A) epidermis (B) dermis (C) Folículo piloso (D) glándula sebácea.  

Microscopía de luz en aumento 40x. Inclusión en parafina. (H&E). Barra de escala: 10μm. Fotos tomadas con 

cámara AxioCam ERc 5s en utilización del software ZEN 3.2 Lite.  

 

7.1.2. Melanoma:  

Todas las muestras presuntivas de melanoma cutáneo recolectadas fueron procesadas en 

bloques de parafina para su posterior corte y análisis por tinción de Hematoxilina y Eosina (H&E). 

Se analizaron las secciones histológicas y su arquitectura, donde se denotaron focos de células 

tumorales y melanosomas de diferentes tamaños. Con las apreciaciones realizadas de estos cortes 

histopatológicos se confirmó el diagnóstico presuntivo de la patología de melanoma para la inclusión 

de estos tejidos en el estudio y análisis de expresión génica (Figura 18, 19 y 20). 

A 

C 

D 

D 

B 
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Figura 18. Fotomicrografía de la histopatología de melanoma en base de la cola de yegua de 16 años, 

raza cuarto de milla, color de capa tordilla, sin acondicionamiento físico. Se puede observar cómo los 

diversos focos de células tumorales (A) distorsionan la arquitectura natural del tejido, con múltiples 

inclusiones de melanosomas de diferentes tamaños (B). Microscopía de luz en aumento 10x. Inclusión en 

parafina. (H&E). Barra de escala: 50μm. Fotos tomadas con cámara AxioCam ERc 5s en utilización del 

software ZEN 3.2 Lite.  

 

 

A 

A 

A 

B 

B 
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Figura 19. Fotomicrografía de la histopatología de melanoma en base de la cola de yegua de 12 años, 

raza cuarto de milla, color de capa tordilla, sin acondicionamiento físico. Se pueden observar diversos 

focos de células tumorales (flechas). Microscopía de luz en aumento 10x. Inclusión en parafina. (H&E). Barra 

de escala: 50μm. Fotos tomadas con cámara AxioCam ERc 5s en utilización del software ZEN 3.2 Lite.  
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Figura 20. Fotomicrografía comparativa de una muestra de piel sana en contraste a una muestra de 

melanoma. Se puede apreciar cómo el infiltrado focos de células tumorales (flechas) distorsionan toda la 

arquitectura de la piel (B), en comparación con el corte de piel sana (A), donde fácilmente se pueden apreciar 

las estructuras como folículos pilosos (1), glándulas sebáceas (2), epidermis (3) y dermis (4).  Microscopía 

de luz en aumento 40x. Inclusión en parafina. (H&E). Barra de escala: 50μm. Fotos tomadas con cámara 

AxioCam ERc 5s en utilización del software ZEN 3.2 Lite.  
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7.2. Resultados porcentuales de las muestras recolectadas  

Como parte del estudio, se reportó y reseñó las características de cada muestra recolectada y 

de los caballos muestreados (edad, sexo, raza, ubicación del tumor, color de capa, etc.) con el fin de 

ser utilizado en futuros estudios meta-analíticos o de revisión. 

De las muestras recolectadas de caballos con melanoma, se pudo observar que la gran 

mayoría (80%) pertenecían a caballos mayores a 11 años (Gráfica 1). El género de los caballos no 

mostró alguna tendencia relevante, pero se encuentra reportado en el (Anexo 2). La ubicación de las 

neoplasias fue en maslo de la cola, región perianal, escápula parte superior, cola y base de la cola, 

mostrado en el (Anexo 2). 

Gráfica 1. Muestras recolectadas de melanoma por rangos de edad. Rangos de edad de 5-10 años (2/10, 

20%), 11-15 años (4/10, 40%) y 16-20 años (4/10, 40%). 

5-10 años

20%

11-15 años

40%

16- 20 años 

40%

Edad de los caballos 

muestreados de melanoma

5-10 años
11-15 años
16- 20 años
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De los caballos muestreados con melanoma se pudo observar que la mayoría (80%) de las 

muestras recolectadas pertenecían a caballos del color de capa tordillo (Gráfica 2). Todas las 

muestras recolectadas de melanoma pertenecían a caballos de bajo rendimiento físico.  

Gráfica 2. Muestras recolectadas de melanoma por color de capa. Color de capa tordillo (8/10, 80%) y 

otros colores de capa (2/10, 20%). Los otros colores de capa presentes fueron albino y cremello, descritos en 

el (Anexo 2). 

De los caballos muestreados con melanoma, se pudo observar que la mayoría (70%) eran de la raza 

cuarto de milla, aspecto reseñable para futuros estudios de prevalencia o metaanálisis, sin embargo, 

se asume que esta mayoría de raza cuarto de milla se debe a que es una raza bastante común en el 

área geográfica de muestreo, el área metropolitana de Monterrey, Nuevo León, México. (Gráfica 3). 
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Gráfica 3. Razas de caballos muestreados con melanoma. Cuarto de milla (70%, 7/10), Ibérico 

(20%, 2/10) y Appendix (10%, 1/10). 

 

7.3. PCR punto final para β-actina y expresión génica de PPARβ/δ y PPARγ: 

 Luego de realizar las correspondientes extracciones de RNA por el método Trizol y su 

subsecuente cuantificación por medio de espectrofotometría (Anexo x) de las muestras de piel sana 

y melanoma, se inició la estandarización de la técnica por medio de PCR punto final. Con utilización 

del Tm Calculator de Thermo Fisher Scientific y añadiendo un gradiente de temperatura se 

determinó la temperatura de alineamiento adecuada para el experimento. Luego de correr el 

experimento se confirmó la adecuada amplificación de la banda esperada para la isoforma de β-

actina y PPARβ/δ (Figura 21 y 22). 
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Figura 21. Electroforesis en gel de agarosa al 1.5% para β-actina y PPARβ/δ. Muestras procesadas por 

PCR punto final de 5 muestras de melanoma equino. Se observa el producto esperado, correspondiente al 

fragmento de 150pb de PPARβ/δ. 

 

Figura 22. Electroforesis en gel de agarosa al 1.5%, muestras procesadas por PCR punto final de 5 

muestras de melanoma equino. Se observa el producto esperado, correspondiente al fragmento de 150pb de 

PPARβ/δ (M2, M4, M5, M6, M10). 
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7.3.1. RT-qPCR para β-actina y expresión génica de PPARβ/δ y PPARγ: 

Para el experimento de PCR en tiempo real se realizó la corrida de todas las muestras de B-

actina, PPARβ/δ y PPARγ individualmente debido a su diferente temperatura de alineamiento, para 

posteriormente realizar el análisis 2ΔΔCt. 

 

7.3.1.1. PPARβ/δ en piel sana. 

Su pudo observar una diferencia de expresión estadísticamente significativa (p≤0.001) entre 

los caballos con acondicionamiento físico, en comparación con los caballos sin acondicionamiento 

físico, presentando una diferencia de 50 unidades relativas de expresión (Gráfica 4). 

Gráfica 4. Análisis de PPARβ/δ en tejidos de piel sana de caballos con y sin acondicionamiento físico. 

β-actina fue utilizado como gen normalizador o Housekeeping. Diferencia de expresión de PPARβ/δ en piel 

sana de los grupos con y sin acondicionamiento físico por el método 2ΔΔCt. *** → prueba T de Student no 

pareada con corrección de Welch (p≤0.001). Prueba F de varianza→*** (p≤ 0.001). Medidas de desviación 

estándar presentadas en la figura. 
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Adicionalmente se realizó la comparación intragrupo, determinando las diferencias de 

expresión entre los individuos de cada grupo, tomando las réplicas (duplicados) realizadas de cada 

una de las muestras (Gráfica 5). Se pudo observar que no todos los individuos con acondicionamiento 

físico presentaban una diferencia estadísticamente significativa con respecto al grupo 1 (sin 

acondicionamiento). Sin embargo, la mayoría presentaban una diferencia numérica y dos caballos 

presentaron una diferencia estadísticamente significativa (p≤0.001, p≤0.05) 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Gráfica 5. Análisis de PPARβ/δ en tejidos de piel sana de caballos con y sin acondicionamiento físico. 

β-actina fue utilizado como gen normalizador o Housekeeping. Diferencia de expresión intragrupo de 

PPARβ/δ en piel sana de los grupos con y sin acondicionamiento físico por el método 2ΔΔCt. *** → prueba 

Test de Tukey. Prueba F de varianza→*** (p≤ 0.001). medidas de desviación estándar presentadas en la 

figura. 
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7.3.1.2. PPARβ/δ en piel sana y melanoma. 

 

Inicialmente se compararon todas las muestras de piel sana contra todas las muestras de melanoma, 

donde no se denotó una diferencia significativa entre los grupos (Gráfica 6). 

 

Gráfica 6. Análisis de PPARβ/δ en tejidos de piel y melanomas. β-actina fue utilizado como gen 

normalizador o Housekeeping. Diferencia de expresión intragrupo de PPARβ/δ en piel sana de los 

grupos con y sin acondicionamiento físico por el método 2ΔΔCt. NS → prueba T de Student no 

pareada con corrección de Welch. medidas de desviación estándar presentadas en la figura. 

 

Nota: En esta figura se comparó las muestras de piel sana (con y sin acondicionamiento 

deportivo) contra las muestras de melanoma (de caballos con acondicionamiento físico), para 

denotar si se observase alguna diferencia estadísticamente significativa. 
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7.3.1.3. PPARβ/δ en piel sana y melanoma en caballos sin acondicionamiento físico. 

 

Luego de analizar los grupos sumados de piel sana con y sin acondicionamiento, sin denotar 

ninguna diferencia estadística, esto debido a que no se encontró ningún caballo de alto rendimiento 

físico durante el periodo de muestro, se prosiguió a evaluar la expresión génica de la isoforma 

PPARβ/δ en los grupos sin acondicionamiento físico, encontrando un aumento significativo (p≤0.05) 

de expresión génica en los caballos con melanoma (Gráfica 7). 

  

Gráfica 7. Diferencia de expresión de PPARβ/δ en piel sana y melanoma de caballos sin 

acondicionamiento físico. β-actina fue utilizado como gen normalizador o Housekeeping. por el método 

2ΔΔCt. * → T de Student no apareada con corrección de Welch (p≤0.05). Prueba F de varianza→*** 

(p≤0.001). Medidas de desviación estándar presentadas en la figura. 
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7.3.1.4. PPARγ en piel sana en caballos con y sin acondicionamiento físico. 

 

Al analizar la expresión génica de PPARγ en piel sana, se obtuvo un aumento numérico (0.749 U.R.) 

pero no se obtuvo una diferencia estadísticamente significativa (Gráfica 8).  

 

 

Gráfica 8. Diferencia de expresión de PPARγ en piel sana de los grupos con y sin acondicionamiento 

físico por el método 2ΔΔCt. β-actina fue utilizado como gen normalizador o Housekeeping. NS→ T de 

Student no apareada con corrección de Welch (p≤0.05). Medidas de desviación estándar presentadas en la 

gráfica. 
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7.3.1.5. PPARγ en piel sana y melanoma de caballos sin acondicionamiento físico. 

 

Al analizar la expresión génica de PPARγ en piel sana y melanoma de caballos sin 

acondicionamiento físico, se obtuvo un aumento numérico (1.265 U.R.) pero no se obtuvo una 

diferencia estadísticamente significativa en la expresión génica de ambos grupos (Gráfica 9).  

 

Gráfica 9. Diferencia de expresión de PPARγ en piel sana y melanoma de los grupos sin 

acondicionamiento físico por el método 2ΔΔCt. β-actina fue utilizado como gen normalizador o 

Housekeeping. NS→ T de Student no apareada con corrección de Welch (p≤0.05). Medidas de desviación 

estándar presentadas en la gráfica. 
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8. DISCUSIÓN 

 

Los datos porcentuales de las muestras recolectadas señalan concordancia con la literatura 

previamente reseñada de Moore y colaboradores y Phillips y Lembcke, resaltando al caballo con un 

rango de edad avanzada (>11años) como el más propenso para el desarrollo de masas tumorales de 

melanoma; Fleury y colaboradores en el 2000, donde reportaron que el 75% de una población 

muestreada de 264 caballos tordillos era portadores de melanoma (Fleury et al., 2000a; Moore et al., 

2013; Phillips & Lembcke, 2013). 

En los estudios realizados de melanomas en equinos por Fleury y colaboradores en el año 

2000 y Moore y colaboradores en el 2013 exponen que no hay alguna diferencia estadísticamente 

significativa en el género del animal, dato que concuerda con lo encontrado en este estudio donde 

no se observó una tendencia en el sexo de los caballos muestreados (Fleury et al., 2000a; Moore et 

al., 2013). 

En un estudio realizado por Fleury y colaboradores en el año 2000, se consideró la capa gris 

o tordilla, como un factor de riesgo (Fleury et al., 2000b). Dato que Seltenhammer y colaboradores 

en el año 2003 seguirían señalando al reportar que, de una población de 296 caballos de color de 

capa gris mayores a 4 años, el 50% ya presentaban neoplasias melanocíticas. El estudio actualmente 

realizado continúa mostrando como tendencia, al caballo de capa gris o torda, como el más propenso 

al desarrollo de esta patología, al haber sido un 80% de muestras pertenecientes a caballos de esta 

característica (Fleury et al., 2000a; Seltenhammer et al., 2003). 

Seltenhammer y colaboradores en el año 2003 reportaron en un estudio de 296 caballos 

tordillos, que un 75.6% de los animales diagnosticados con melanoma presentaron la tumoración en 

la base de la cola, dato que concuerda con nuestros animales muestreados, donde el 80% de las 

muestras fueron procedentes de la base de la cola y próximas a la región perianal (Seltenhammer et 

al., 2003). 

El comportamiento agresivo (maligno) o pasivo (benigno) de los tumores melanocíticos aún 

permanece incierto debido a todos los componentes que entran en juego en la carcinogénesis de estas 

células, en el estudio retrospectivo de Beth A. Valentine en 1995 se señalan aspectos de tamaño, 

edad de presentación, ubicación anatómica, pueden ser de utilidad para la identificación de posibles 
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comportamientos en la neoplasia melanocítica, sin embargo, el criterio de los patólogos suele ser 

reservado para evitar errores en el pronóstico y el comportamiento de la patología, situación ocurrida 

con las muestras caracterizadas en este estudio (Valentine, 1995). 

La amplia presentación clínica y macroscópica que se pudo observar en los diferentes 

melanomas recolectados supone una amplia amalgama de componentes moleculares que pueden 

estar desempeñando un rol específico en cada ambiente tumoral y debido a esto, se dificulta 

establecer una actividad puntual y definitiva de los PPARs en el rol de carcinogénesis (Van der 

Weyden et al., 2020). 

En el trabajo realizado previamente por Itzel y colaboradores en el 2021, reportaron una 

sobreexpresión de PPARβ/δ en las muestras de melanoma en comparación a las muestras de piel 

sana de caballos por la técnica de inmunohistoquímica indirecta (IHQ). Estos datos reportados 

sugieren un aumento de expresión de la proteína PPARβ/δ en el melanoma, concordante con los 

resultados del presente estudio donde se observó un aumento de expresión génica por parte de 

PPARβ/δ. Sin embargo, se debe tener presente que un aumento de expresión génica no 

necesariamente indica un aumento de expresión proteica, por lo que se requiere realizar esta técnica 

con las muestras actuales para obtener más información (Rangel-Sánchez et al., 2021). 

El estudio realizado por Cho y colaboradores en el 2015 señaló la relación que había entre la 

expresión de PPARβ/δ y el ejercicio, al realizar una toma de muestra antes y después de que los 

caballos hayan realizado ejercicio bajo condiciones controladas. Los resultados del presente estudio 

arrojados por el análisis de PCR en tiempo real señalaron una diferencia estadísticamente 

significativa entre la expresión del ARNm PPARβ/δ en piel sana de caballos con acondicionamiento 

físico, dato que vendría siendo concordante con los resultados obtenidos por Cho, que indician que, 

a mayor ejercicio y acondicionamiento físico, mayor expresión génica de PPARβ/δ (Cho et al., 

2015). 

 Los resultados del análisis de expresión génica del ARNm PPARγ no mostraron diferencias 

estadísticamente significativas en la expresión en piel sana de caballos con y sin acondicionamiento 

físico ni tampoco mostraron diferencias de expresión entre las muestras de melanoma y piel sana, 

contrario a lo que se esperaba de esta isoforma, que ha sido reportada por Núñez y colaboradores en 

el 2006 y Paulitschke en el 2012 donde reportan que esta isoforma presenta un aumento de actividad 
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en las neoplasias debido a que ligandos específicos de estos pueden encadenar mecanismos de acción 

o de transcripción anticancerígenos (Núñez et al., 2006; Paulitschke et al., 2012). 

Durante el presente estudio no se encontró caballos con acondicionamiento físico que 

presentaran melanomas o neoplasias melanocíticas, debido a esto, los análisis de los grupos debieron 

realizarse sin esta variable (comparación de los grupos de melanoma con y sin acondicionamiento), 

analizando los diferentes niveles de expresión génica entre las muestras de piel sana con y sin 

acondicionamiento físico, y la comparación de las muestras de melanoma se realizó únicamente en 

caballos sin acondicionamiento físico. Este dato no afirma que no haya caballos con 

acondicionamiento físico y presencia de melanoma, pero sugiere que su presencia es mucho menor 

debido a la selectividad genética que conlleva la selección de los caballos deportivos, y esta selección 

previene la inclusión de genética inestable o con alta posibilidad de mutación, en adición a esto, 

como lo describe Cho y colaboradores en su estudio realizado en Corea del sur, en el 2015, donde 

señalan que el ejercicio está relacionado con niveles elevados de PPARβ/δ, factor de transcripción 

que Michiels y colaboradores en el 2010 reportaron que desempeña un rol anticancerígeno en el 

melanoma, inhibiendo el promotor del gen del tumor de Wilms (WT1) (Cho et al., 2015; Michiels 

et al., 2010). 

 Los resultados de presente estudio muestran una posible interacción biológica entre las 

neoplasias melanocíticas y la expresión de PPARβ/δ, como ya se había sugerido por Itzel y 

colaboradores en el 2021 y por Michiels y colaboradores en el 2010, no obstante, se requiere extender 

el número de muestras de piel sana y melanoma, el período de tiempo de recolección o quizá utilizar 

cultivos celulares equinos para poder esclarecer con mayor precisión el rol patobiológico que cumple 

PPARβ/δ y PPARγ en el desarrollo del melanoma en equinos (Michiels et al., 2010). 
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9. CONCLUSIONES 

Con los resultados obtenidos en el trabajo de investigación previamente realizado, podemos 

concluir: 

 

- Comparando la expresión del ARNm de PPARβ/δ en las muestras de piel sana, los caballos con 

acondicionamiento físico mostraron mayores niveles de expresión génica en relación con los 

caballos sin acondicionamiento físico. 

 

- Comparando los grupos sin acondicionamiento físico, se mostró un aumento de expresión de 

ARNm PPARβ/δ en melanoma en comparación a las muestras de piel sana. 

 

- El acondicionamiento físico no mostró diferencia estadística en la expresión del ARNm PPARγ 

en las muestras de piel sana.  

 

- La presencia de melanoma tampoco mostró diferencias estadísticas en la expresión del ARNm 

PPARγ en comparación con las muestras de piel sana. 

 

Los resultados obtenidos indican una fuerte relación entre los PPARs y el desarrollo del 

melanoma, incluyendo una posible modulación y aumento de expresión en los caballos que tienen 

acondicionamiento físico o están expuestos a rutinas de esfuerzo físico constantes, presentándose 

como una interesante observación y recomendación para un caballo predispuesto a la presentación 

de melanoma u otras neoplasias. Dilucidar adecuadamente la relación de los PPARs con el 

melanoma u otras neoplasias en equinos, puede ser el inicio de alternativas terapéuticas o adyuvantes 

para la especie. 
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10. PERSPECTIVAS 

 

 Los resultados obtenidos en este estudio son sugestivos de posibles mecanismos de función 

o de estimulación de los PPARs, sin embargo, se deben seguir realizando análisis bajo variables más 

controladas, como la edad de los grupos, cantidad específica de ejercicio, razas, e incluso dietas, 

aspectos que debido a la brevedad del tiempo de recolección no pudieron ser óptimamente 

controlados. Una manera más acertada de controlar la estimulación que reciben los PPARs sería 

mediante la utilización de cultivos celulares de melanoma equino, ya que sería ideal para reducir 

ampliamente muchos de los factores previamente mencionados. 

 Otro aspecto para valorar sería su posible relación con la tercera isoforma, PPARα; que, si 

bien no está conceptualizada o relacionada en tantos roles de carcinogénesis como la isoforma 

PPARβ/δ o PPARγ y en adición a ello, estudios recientes reportan actividades en la sanación de 

heridas y lesiones crónicas; su expresión génica podría arrojar alguna tendencia que revele alguna 

información relevante para el entendimiento de estos receptores nucleares. 

Estudios futuros con ARN de interferencia como bloqueadores de rutas metabólicas, podrían 

ayudar a vislumbrar de una manera más específica el rol biológico anticancerígeno que juegan los 

PPARs en el desarrollo del melanoma equino. 

 El estudio de los PPARs es demorado, debido a que, siendo factores de transcripción y 

receptores nucleares, juegan un rol en múltiples actividades del organismo, por lo tanto, es requerido 

seguir realizando estudios en esta línea de investigación, de mayor duración y especificidad, que 

permitan el continuo aprendizaje y entendimiento del funcionamiento particular de los PPARs en la 

carcinogénesis equina. 
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12. ANEXOS 

 

Anexo 1: Tabla de datos de las muestras de piel sana. 

*A=Alto rendimiento físico, B=Bajo rendimiento físico. 

 

 

 

 

 

 

 

 

Muestras de piel sana 

N° Sexo Raza Edad (años) Color de capa Rendimiento 

1 M Cuarto de milla 3 Alazán A 

2 H Frisón/shire 1 Prieta B 

3 M Cuarto de milla 4 Prieto A 

4 M Frisón 8 Prieto B 

5 M Ibérico 10 Albino B 

6 M Cuarto de milla 3 Moro A 

7 M Cuarto de milla 18 Bayo B 

8 H Cuarto de milla 1 Alazán B 

9 H Cuarto de milla 10 Tordillo B 

10 H Cuarto de milla 3.5 Moro carbonero A 
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Anexo 2: Tabla de datos de las muestras de melanoma: 

 

Muestras de melanoma 

Caballos Diagnóstico histopatológico Ubicación Raza 
Color de 

capa Edad Rendimiento  

M1 Melanoma Maslo de la cola 
¼ de 

milla 
Tordillo 

14 B 

M2 Melanoma Maslo de la cola 
¼ de 

milla 
Tordillo 

18 B 

M3 Melanoma Prepucio 
¼ de 

milla 
Cremello 

10 B 

M4 Melanoma 
Escápula parte 

posterior 

¼ de 

milla 
Tordillo 

16 B 

M5 
Melanoma de células 

elongadas 
Región perianal Ibérico Albino 

10 B 

M6 
Melanoma amelanocítico de 

células elongadas 
Base de la cola 

¼ de 

milla 
Tordillo 

14 B 

M7 Melanoma Región perianal 
¼ de 

milla 
Tordillo 

18 B 

M8 Melanoma Cola Ibérico Tordillo 
16 B 

M9 Melanoma Base de la cola 
Appen

dix 
Tordillo 

13 B 

M10 Melanoma Región perianal 
¼ de 

milla 
Tordillo 

12 B 

*A=Alto rendimiento físico, B=Bajo rendimiento físico. 

 

 

 

 

 

 


