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RESUMEN

El melanoma equino es una neoplasia de alta frecuencia de presentacion en los caballos, esta
frecuencia ha aumentado en el Gltimo par de décadas, presuntivamente debido al aumento de la
longevidad de los caballos actualmente, sumado a la sobreexposicion a los rayos ultravioleta (UV).
Existen muchos factores genéticos asociados a la presentacion de esta neoplasia, factores que
promueven el desarrollo del tejido y factores que reducen la proliferacion celular de la neoplasia.
Los receptores activados por proliferador del peroxisoma (PPAR) son factores de transcripcién que
pertenecen a la super familia de receptores nucleares hormonales, estos intervienen en multiples
procesos, desde metabolicos hasta intervencion en la inflamacion 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 proliferacion del peroxisoma
(PPAR) de reducir la proliferacion, metastasis 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 evolucion del melanoma, puesto
gue presentan una accion represora de gen WT1, el cual posee caracteristicas carcinogénicas en el

desarrollo de multiples neoplasias como el melanoma.

El acondicionamiento fisico de los caballos también ha demostrado ser un factor relacionado
con el nivel de expresion de los PPAR, especificamente la isoforma PPARP/S, sin embargo, no se
han realizado estudios que analicen la expresion de los PPAR en relacion con el nivel de
acondicionamiento fisico de los caballos. El objetivo del siguiente trabajo fue analizar la expresion
génica las isoformas de PPARP/6 y PPARy en piel sana y melanoma equino por medio de PCR en
tiempo real y determinar su asociacién con el nivel de acondicionamiento fisico, utilizando como
analisis estadistico la prueba T de Stutent no pareada con correccion 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 realizd la caracterizacidn histopatoldgica, para tener el diagnostico confirmatorio las
muestras de melanoma cutaneo. Posterior a esto se prosiguio al analisis de expresion génica de las
muestras ya caracterizadas como melanoma y las caracterizadas como piel sana. Al analisis del

muestreo, se observé que la mayoria (7/10, 70%) de las muestras de melanoma pertenecian a caballos

XVi



de edad avanzada (>11 afios). De las muestras de melanoma, la mayoria (80%, 8/10) pertenecian a
caballos de color de capa tordilla. Al andlisis de la expresion génica realizada por PCR en tiempo
real, comparando la expresion en piel sana, los caballos con acondicionamiento fisico mostraron un
nivel de expresidn bastante significativo de ARNm PPARP/S (p< 0.001) lo cual esta sugiriendo que
el acondicionamiento fisico eleva los niveles de expresion de PPARp/3. Comparando los grupos sin
acondicionamiento fisico, se mostr6 un aumento de expresion significativo de ARNm PPARP/3 (p<
0.05) en melanoma. El acondicionamiento fisico mostré diferencia numérica (0.749 U.R.), pero no
estadistica en la expresion del ARNm PPARy. Y la presencia de melanoma mostr6 diferencias
numeéricas (1.265 U.R.) pero tampoco mostrd diferencias estadisticas en la expresion del ARNm
PPARy. Estos datos sugieren un rol biolégico importante de PPARB/S y posiblemente de PPARy
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
(PPARSs) 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 PPARP / § isoform, however, no studies have been carried
out that analyze the expression of PPARSs in relation to the level of physical conditioning of horses.
The objective of the following work was to analyze the gene expression of the PPARB /6 and PPARY
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 PPARB / 8 mRNA (p< 0.001) which is suggesting
that physical conditioning increases the expression levels of PPARB / 6. Comparing the groups
without physical conditioning, a significant increase in the expression of PPARB / 8 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 PPARy mRNA. And the presence of melanoma
showed numerical differences (1,265 U.R.) but neither did it show statistical differences in the
expression of PPARy mRNA. These data suggest an important biological role of PPARP / 6 and
possibly PPARYy 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. INTRODUCCION

En los ultimos afios, los estudios en torno a la salud equina han venido en aumento, esto
debido a sus componentes de interés econdmico, en los caballos deportivos o los intereses afectivos
con los caballos de propdsito recreativo. Entre las multiples 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 caracteristicas malignas (metastasicas). Existen multiples
tipos de neoplasias, una de ellas son los melanomas, una patologia frecuente en equinos de grandes

complicaciones clinicas que van desde reduccion de la calidad de vida, hasta ocasionar la muerte.

Las incidencias de melanoma maligno en la especie equina han incrementado en los ultimos
afios, probablemente debido a la sobreexposicion de los animales al sol o0 el hecho de que los caballos
ahora alcanzan mayor tiempo de vida, lo cual facilita el desarrollo de patologias neoplésicas. Los
melanomas son una tumoracion cutdnea 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 metastasis a otros tejidos del organismo. Este proceso

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

Los receptores activados por proliferacion del peroxisoma (PPAR) son factores de
transcripcion que juegan papeles fundamentales en aspectos fisiolégicos como lo son la
diferenciacion celular, la biogénesis mitocondrial, regulacion de la beta oxidacion, entre otros. Entre

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

Los PPAR tienen 3 isoformas (PPARa, PPARB/S y PPARy) encargadas de multiples
funciones, entre ellas, se han reportado algunos mecanismos de accion que pueden combatir la
carcinogénesis. En el tejido humano se tiene determinado que la isoforma PPARy reduce la
proliferacion celular del melanoma. Recientemente se demostro que la tercera isoforma, PPARJ/S,
esta expresada en melanoma humano y actia como represor del gen del tumor de Wilms (WT1), un

gen ya conocido por desempefiar un papel importante en la proliferacion 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 PPARp/6 antes y después del ejercicio en equinos,

faltan andlisis a profundidad acerca del papel que juegan los PPAR en el melanoma equino, sus



niveles de expresion y que relacion se presenta con los caballos dependiendo su acondicionamiento
fisico. Basandose en lo anteriormente dicho, el objetivo del siguiente trabajo fue analizar la
expresion génica de las isoformas de PPARB/6 y PPARy en piel sana y melanoma equino y

determinar su asociacion con el nivel de acondicionamiento fisico.



2. HIPOTESIS

La expresion de las isoformas de los PPARs (B/6 y y) sera mayor en melanoma en
comparacion con piel sana en equinos y esta expresion mostrard una relacién directamente

proporcional con el nivel de acondicionamiento fisico.



3. OBJETIVOS

3.1. OBJETIVO GENERAL

Analizar la expresion de las isoformas de PPARB/6 y PPARY en piel sana, melanoma equino

y su relacion con el nivel de acondicionamiento fisico.

3.2. OBJETIVOS ESPECIFICOS

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

tincion convencional de Hematoxilina y Eosina.

2- Analizar la expresion de ARNm de PPARP/6 y PPARy en piel sana y melanoma equino mediante
qPCR.

3- Determinar la asociacion entre el nivel de acondicionamiento fisico y la expresion de PPARB/S y

PPARy en piel sana y en melanoma.



4. ANTECEDENTES

4.1. Aspectos generales del cancer

El cancer se define como un crecimiento celular descontrolado, producido por una alteracion
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 disposicién ordenada. En cuanto a la etiologia solo se han demostrado algunas especificas
para algunos tipos de tumores en perros, debido a que en su mayoria son multifactoriales en gran
parte, desconocidos. Los mas referenciados y conocidos hasta ahora son los factores fisicos y
geneticos (Alberts et al., 2010; Scott & Miller 2011; Zachary, 2017).

La patogénesis del cancer se lleva a cabo debido a la supervivencia de estas células
degeneradas, evadiendo mecanismos de apoptosis y el sistema inmunitario, encargado de la
eliminacion de células dafiadas. 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 propagacion a otros 6rganos y tejidos. Mientras que los tumores malignos,
son de crecimiento acelerado, consumen muchos recursos del organismo y pueden viajar por via
linfatica o sanguinea a otros 6rganos, generando tumores secundarios 0 metastasicos. Existen mas
de 200 tipos de cancer, generalmente, cada uno recibe el nombre de dérgano, tejido, o células

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

Los modelos de diferentes tipos de cancer 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 cancer inducidos experimentalmente, la administracion de sustancias carcinogénicas
o trasplantacion de células cancerigenas de origen humano resulta en la generacion (neo o novo) del

cancer en los animales experimentales (Anais Prouteau, 2019; Zachary, 2017).

Se pueden categorizar de acuerdo con el tipo de célula que afecta. El carcinoma, es el tipo
mas comun, iniciando en las células epiteliales, formando capas sobrepuestas de tejido. Otro tipo
comun es el sarcoma, formado en el tejido conjuntivo como hueso o cartilago, musculatura o vasos

sanguineos; el linfoma, generado a partir de los linfocitos, que son células blancas pertenecientes al



sistema inmunitario. Por Gltimo, 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 deteccion temprana de cualquier tipo de cancer
puede ser efectivamente tratado por medio de cirugia, quimioterapia, radioterapia o terapia genica
(Carneiro & El-Deiry 2020; Spugnini et al., 2011).

4.2. Factores genéticos en cancer

Una caracteristica basica de las células cancerigenas es la inestabilidad genética, por lo tanto,
en el transcurso de la division de estas células degeneradas, es comin que sufran multiples
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 reparacion
de ADN que promueven el mantenimiento del genoma y genes proapoptéticos como la survivina
(Hawkes et al., 2016). Estos genes ya se han resefiado como marcadores moleculares y actualmente,
muchos de ellos son utilizados para el diagnostico de la evolucién de un tipo de cancer o la presencia

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

Si bien existen factores genéticos que favorecen el crecimiento y desarrollo del tejido tumoral
y el cancer, 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
codificaran proteinas que favoreceran la inhibicién del crecimiento tumoral o bien la estimulacion

de la muerte celular del tejido neoplésico (Tabla 1).



Gen Locus Neoplasia

Rbl 13q14 Retinoblastoma, Osteosarcoma y
Pulmon
P53 17q12-13.3 Astrocitoma
Osteosarcoma
WT1 12p13 Tumor de Wilms
DCC 18921 Carcinoma de colon
NF-1 17911.2 Neurofibromatosis tipo |
APCy MCC 5021-22 Carcinoma de colon
MEN-1 11913 Pancreas, Paratiroides, Hipofisis y

Corteza adrenal

MEN-2 10911 Carcinoma papilar de tiroides
BRCA-1 17921 Cancer de ovario

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

4.2.1. Neoplasias y cancer 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 patologias
reportadas en esta especie, por otro lado, la incidencia de cancer en esta especie también se encuentra
muy por debajo de la reportada para los humanos. Su incidencia en comparacion a otras especies
domésticas también es considerablemente baja. La razén por la cual la especie equina tiene esta
aparente resistencia al desarrollo de neoplasias malignas y benignas ain se desconoce, no obstante,
se tienen conceptualizadas algunas teorias geneticas, de acondicionamiento y nutricionales que se
han propuesto (Davis & Rush 2013; Edge et al., 2015; Michiels et al., 2010). Cabe resaltar que



factores como la edad y el color de capa del caballo, aumentan considerablemente la predisposicion
de ellos a desarrollar esta patologia (Figura 1) (Burden, 2011).

L

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

multifocales en un grado avanzado de evolucion en la region 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 proliferacion estos pueden ser suaves o solidos a la palpacion. El

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



masas tumorales, cominmente 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 amelanocitico (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 melanociticos equinos; el nevus melanocitico, melanoma
dermal, melanocitosis dermal y melanoma anaplasico 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
colay el perineo con ulceracion y comienzos de invasion en la cavidad perianal. Foto tomada de un paciente

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



Figura 3. Corte histoldgico tefiido con Hematoxilina y Eosina del melanoma equino. Se muestra células

neoplasicas pleomorficas y pigmentadas de forma variable que se infiltran en el tejido conectivo y
distorsionan toda la arquitectura de la piel. Fuente: autor. Microscopia de luz en aumento 40x. Inclusion en
parafina. (H&E). Barra de escala: 10um. Fotos tomadas con camara AxioCam ERc 5s en utilizacion 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 patologia (Domingues et al., 2018; Pelster &
Amaria 2019). Un numero limitado de tumores malignos en etapa temprana ubicados en la cola o en
la region perineal se extirparon quirdrgicamente con aparente éxito. Sin embargo, la escision
quirdrgica no es una opcidn realista en muchos casos avanzados, particularmente aquellos con
invasion local significativa de tumores en areas, como la glandula salival parotidea, que presentan
un enfoque quirdrgico mas complicado. También es importante tener en cuenta que la escisién
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localizada no previene la progresion de la enfermedad (Figura 4) (Phillips & Lembcke, 2013; J. F.
Zachary, 2017). La cimetidina, un antagonista del receptor de histamina tipo Il, se ha utilizado como

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

Figura 4. Sitio de extraccion de una masa tumoral de melanoma de paciente equino. Se resalta una ubicacién
anatomopatoldgica poco comdn 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 accion para la cimetidina, incluida la inactivacion
selectiva de las células T supresoras, una mayor actividad de las células asesinas naturales, el
antagonismo de los receptores de histamina tipo Il y los efectos antiinflamatorios, pero su
importancia con respecto al tratamiento del melanoma equino adn no se ha establecido (Domingues
et al. 2018). Los resultados inconsistentes han convertido a la cimetidina en una opcién 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 si, lo
que sugiere que las variaciones en el metabolismo celular, la diferenciacion o la activacion del
receptor pueden ser responsables, pero no hay evidencia para corroborar esta teoria (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 dltimas décadas se ha reconocido una conexion entre el color de la capa gris y el
melanoma equino, debido a que este color de capa (tordillo) es el mas frecuente en los caballos que
desarrollan esta patologia. Se ha propuesto un rasgo autosomico completamente dominante
controlado por una mutacién reguladora, mas especificamente una duplicacion de 4,6 kb en el intron
6 de la sintaxina-17, como el vinculo genético probable entre el color del pelaje gris y la EMM. La
mutacion esta 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 méas altos de STX17 y NR4A3 presentan melanomas. Los
caballos que eran homocigotos para la mutacion se encontraron de color gris mas rapidamente y
también eran mas homogéneamente blancos con menos manchas que los heterocigotos. También se
descubrié que los homocigotos exhiben una incidencia significativamente mayor de melanoma
(Sanchez-Guerrero et al., 2019; Schott Il & Peterson 2005).

4.4. PPAR en cancer

Los receptores activados por el proliferador de peroxisomas (PPAR) son factores de
transcripcion activados por ligando. Las tres isoformas de PPAR, PPARa, PPARP/S (también
conocidas como PPARP o PPARS) y PPARY, se encuentran en todas las especies de mamiferos que
se han examinado hasta la fecha (Berger et al., 2005; Hastie, 2017). Desde la identificacién de la
familia PPAR hace mas de 20 afios, numerosos estudios han revelado que los PPAR influyen en
muchas funciones bioldgicas importantes, como la inflamacion, la supervivencia celular y la
diferenciacion (Dubois et al., 2017; Han et al., 2017). Su mecanismo de accion suele estar
acompafado de cofactores de activacion o represion como en Receptor Retinoide X (RXR), el cual,
por medio de un ligando enddgeno o exdgeno activa la regién de transcripcion, dando como resultado

una represion o activacién génica (Figura5y 6).
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Figura 5. Esquematizacion del mecanismo de accion bésico de los receptores activados por

proliferacion de peroxisoma. a) Mecanismo de activacion del PPAR en conjunto con el RXR y ligandos
especificos para generar el complejo correpresor (circulo marrén). b) Mecanismo de activacion del PPAR en

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

Adaptado de: (Zoete et al., 2007).
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Figura 6. Estructura proteica de los receptores activados por proliferacion del peroxisoma. Se pueden

apreciar los 4 dominios proteicos, sefialando la ubicacion de los dedos de zinc y las regiones activadores de

la transcripcion, AF1 y AF2. Adaptado de: (Zoete et al., 2007).
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Sus caracteristicas particulares entre cada una de las isoformas estan otorgadas basandose en
los dominios proteicos especificos de cada una de ellas, junto con su ubicacién en cada célula y su
disposicion tridimensional (Figura 7) (Kersten et al., 2000; Mendelsohn et al., 2008; Tachibana et
al., 2008).

] 100 167 244 468 (a.a.)
hPPAR« DBD LBD
1 72 139 216 441 (a.a.)
I 137 204 280 505 (a.a.)
—> ))]
1 109 176 252 477 (a.a.)

A/B C D E/F

Figura 7. Estructura proteica de las 3 isoformas de los receptores activados por proliferacién del
peroxisoma en humanos. Se pueden apreciar las diferencias entre las tres isoformas, destacando la cantidad
de aminodcidos en cada uno de los dominios (A/B, C, Dy E/F). Adaptado de: (Tachibana et al., 2008).

Los PPARs son activados por ligandos endégenos que se derivan del metabolismo de los
acidos grasos y otros compuestos que se encuentran en la dieta, lo que es consistente con el hecho
de que los PPARs regulan la expresion de muchos genes involucrados en el metabolismo de la
glucosa y los lipidos. A través de este mecanismo, la homeostasis celular se mantiene durante los
periodos de alimentacion y hambre. Las drogas y otros xenobidticos también pueden modular de
manera diferencial las actividades reguladoras de PPAR. Auln no esta claro si los PPAR funcionan
como supresores de tumores 0 como oncogenes en el cancer. La complejidad de las vias que estan
reguladas por los PPAR, y la propension de estas vias a ser alteradas en el cancer, ofrece alguna
explicacion para las funciones dispares de los PPAR en diferentes tipos de tumores (Mller, 2017;
Peters et al., 2015). Sin embargo, ya se han reconocidos mecanismos especificos del funcionamiento
de algunos ligandos de los PPARs, que han demostrado tener funciones especificamente
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anticancerigenas como es el aumento de la adhesion celular en la masa tumoral y la reduccion de la

angiogénesis hacia la formacién neoplésica (Figura 8).

Transcripcion
genica

Figura 8. Mecanismos de accion anticancerigenos teorizados de los PPARs. a) Union del ligando
especifico de la isoforma de PPAR a ser activada. b) Reduccién de la angiogénesis generada hacia la masa
tumoral. ¢) Aumento de la adhesién celular para evitar masas tumorales secundarias 0 metastasicas.

Elaboracion: Autor. Adaptado de: (Balignasay, 2016; Gupta et al., 2015).
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4.4.1. Receptor activado por proliferacion del peroxisoma alfa (PPAR o)

PPARa, que fue el primer PPAR en ser identificado, se expresa en muchos tejidos,
particularmente aquellos que requieren oxidacion de &cidos grasos como fuente de energia. PPARa
es central para el mantenimiento de la homeostasis lipidica: una funcion principal de PPARa es
aumentar la capacidad celular para movilizar y catabolizar los acidos grasos, particularmente en el
higado durante la inanicion, donde la oxidacién de los acidos grasos es esencial para la produccién
de energia. En estas condiciones, PPARa probablemente se activa por acidos grasos endogenos y
derivados de &cidos grasos. PPARa es también el objetivo molecular de los fibratos, que son
farmacos ampliamente utilizados que reducen los lipidos séricos a través del aumento de la oxidacion

de los lipidos (Ferri et al., 2017; Jargensen et al., 2018).

El nimero de genes a los que PPARa afecta de manera directa es grande y se ha revisado en
otro lugar, pero incluye muchos que codifican enzimas que estan involucradas en el metabolismo de
glucosa, lipidos y aminoécidos. PPARo también puede mejorar la resistencia a la insulina en
modelos de diabetes con alto contenido de grasa y genéticos a través de cambios pleiotrépicos en la
expresion 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 proliferacion del peroxisoma gamma (PPAR )

Los efectos fisiologicos de la activacion de PPARy estan mediados principalmente por
PPARYy1 y PPARY2, que se derivan de cuatro ARNm diferentes (PPARG1, PPARG2, PPARG3 y
PPARG4). Todavia no se han determinado patrones de expresion cuantitativos completos de PPARy
a nivel de proteina en ninguna especie, pero la expresion de PPARy se ha demostrado en muchos
tipos de células. Se encuentra una inmunorreactividad inespecifica significativa con algunos
anticuerpos dirigidos a PPARY, lo que probablemente afecta la interpretacion de los resultados de
los estudios que examinan la expresion de PPARy (Paulitschke et al., 2012; Sakharkar et al., 2013).
Los acidos grasos poliinsaturados, los derivados de &cidos grasos como 15-desoxi-A-12,14-
prostaglandina J2 (15d-PGJ2), acido 9-hidroxioctadecadienoico (9-HODE), 13-HODE y 4cidos
grasos nitrados pueden activar PPARYy y pueden ser ligandos enddgenos. PPARY es crucial para el

desarrollo, en particular de la placenta y el corazon, 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
PPARYy, las tiazolidinedionas, que disminuyen los lipidos séricos al aumentar la adipogénesis Y el
almacenamiento de lipidos, y que aumentan la expresion de diversas adipocinas, como la
adiponectinay la resistencia, que aumentan colectivamente la sensibilidad a la insulina (Peters et al.,
2012).

4.4.2.1. Receptor activado por proliferacion del peroxisoma gamma (PPAR 7y) en la

carcinogénesis

PPARY esta estrechamente vinculado con los ligandos activadores como 15-desoxi-A-12,14-
prostaglandina J2 (15d-PGJ2), un ligando enddgeno y las tiazolidinedionas, ligandos exdgenos; y en
el tltimo par de décadas, ligandos sintéticos y no sintéticos han sido estudiados por su capacidad de
inhibir la agresiva proliferacion de las células del melanoma (Figura 9) (Hihi et al., 2002; Ndfiez et
al., 2006).
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Figura9. Activacion farmacologica de PPARY en lineas celulares de melanoma de origen humano A375.
Se observa como la Ciglitazona en combinacion con la deprivacién de los aminoacidos Tirosina y
Fenilalanina (AA en la figura) inhibe la proliferaciéon de la linea celular A375 del melanoma. Adaptado
de:(Nufiez et al., 2006).
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4.4.3. Receptor activado por proliferacion del peroxisoma Beta/Delta (PPARP/S)

El receptor activado por proliferador del peroxisoma beta/delta (PPARPB/S) es un receptor
nuclear hormonal que funciona como un factor de transcripcién controlado por ligando en diversos
procesos bioldgicos. Si bien se conoce bien su papel en el metabolismo de la glucosa y los lipidos,
su funcion en la inflamacion es compleja y no se ha aclarado por completo. PPARJ / 6 generalmente
se asocia con efectos antiinflamatorios, pero su activacion también puede promover distintas
funciones de estimulacion inmunoldgica. PPARB/S también regula la glucosa y la homeostasis
lipidica. PPARP/6 se expresa en la mayoria de los tejidos en roedores y humanos, y la expresion de
PPARP/d parece ser el mas alto en los epitelios del intestino, colon y piel. En el cual un estudio ha
demostrado que se localiza con RXR en el nticleo. Los ligandos que activan PPAR[/6 aumentan los
niveles séricos de colesterol de lipoproteinas de alta densidad en ratas, primates no-humanos y
humanos. Esto probablemente esté mediado por la expresion dependiente de PPARP/S del
transportador inverso de colesterol ATP que se une al casete A1y por un aumento del flujo de
colesterol especifico de apolipoproteina A1l (Mackenzie & Lione 2013; Peters et al., 2012).

La activacion del ligando de PPARP/d 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 sintomas asociados con el sindrome metabdlico a través de la regulacion de genes que
codifican enzimas metabolizadoras de acidos grasos en el musculo esquelético y genes que codifican
proteinas lipogénicas en el higado. PPAR[/d también inhibe la inflamacion hepatica causada por
estimulos genéticos, dietéticos y quimicos, en parte por la transrepresion de la sefalizacion
dependiente de NF-«B, lo que resulta en una expresion reducida de citocinas como el factor de
necrosis tumoral (TNF), interleucina- 1p (IL-1p) e IL-6. La activacion de PPARPB/d también puede
promover la diferenciacion terminal en queratinocitos, epitelio intestinal, oligodendrocitos y
osteoblastos, y esta funcion podria tener consecuencias importantes para el desarrollo del tumor
(Desvergne et al., 2019; Ignacio-Garza, 2015; Mdller, 2017; Peters et al., 2012).
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Su secuencia proteica de aminoacidos en comparacién a las de otras especies muestra una
composicion de regiones conservadas (Figura 10) (Cho et al., 2015; Katarzyna Ropka-Molik et al.,
2017; Zoete et al., 2007).
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Figura 10. Comparacion de la secuencia de aminoécidos de PPAR en diferentes especies. Se puede
apreciar regiones conservadas en la especie equina, como los dedos de zinc C4 (recuadro superior de linea
punteada) y los ligandos de union (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 fisico en equinos

La relacion entre PPARPB/S y el acondicionamiento fisico se tenia conceptualizada por el
papel que juegan los receptores nucleares PPARs en procesos metabdlicos como la beta oxidacion,
PPARP/S particularmente desempeiia roles en el metabolismo muscular a traves de la oxidacion de

acidos grasos en musculo (K Ropka-Molik et al., 2017).

Recientemente se ha realizado un estudio que media la expresion de PPARP/d antes y después
del ejercicio, para determinar que tanto variaba la expresion de este factor de transcripcion. En el
analisis por RT-PCR se demostrd que los niveles de expresion de PPARB/6 musculoesquelético
aumentaban considerablemente después de una exposicion del organismo a ejercicio fisico (Figura
11).
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Figura 11. Andlisis de la expresién de PPARP/ antes y después del ejercicio en musculo esquelético y
leucocitos. (A) Nivel de expresion de PPARP/S antes y 30 minutos después del ejercicio en musculo
esquelético de equino. Se aprecia que la expresion de PPARB/S aumentd cerca de 2.5 veces al cabo de los 30
minutos después del ejercicio en tejido musculoesquelético. (B) Analisis de expresion del PPARPB/S equino
antes y después del ejercicio en leucocitos. Los niveles de expresion de PPARP/6 aumentaron
significativamente luego de 60 minutos después del ejercicio en comparacién a los niveles expresados antes
del ejercicio (Cho et al., 2015).
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4.6. Estudios de la actividad de PPARB/d como inhibidor de la proliferacion celular del
melanoma

Interacciones moleculares que existen entre los PPARs y el melanoma maligno cutaneo ya
se han estudiado en humanos y ratones. Se conoce que la activacion de la isoforma PPARa inhibe
el potencial metastasico del melanoma y que la isoforma PPARy reduce la proliferacion celular de
la neoplasia. En el siguiente estudio realizado en la universidad Nice-Sophia Antipolis, en Francia,
se demostro que PPARPB/S reprime a WTL, evitando de esta manera su actividad carcinogenica
(Figura 12)(Michiels et al., 2010).
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Figura 12. Activacion farmacoldgica de PPARP/S en lineas celulares de melanoma de origen humano y
murino A375 (humano) y B16F0 (raton). Las células de melanoma fueron tratadas con diferentes
concentraciones de dos Agonistas de PPARP/6, GW0742 o GW501516, durante 24 h. | activacion de
PPARGP/S inhibe la proliferacion celular del melanoma. Las células tratadas con agonista de PPARP/3 fueron
inmunotintado con un antigeno nuclear celular antiproliferativo (PCNA) anticuerpo y contratintado con DAPI
(a (a—c)). Celdas en siete campos Opticos aleatorios se contaron y el porcentaje de PCNA positivo células
determinadas (b — d; para cada linea celular y cada agonista, n = 3, P <0,001). Alternativamente (e — g), las
celulas se incubaron con 5-bromodeoxiuridina (BrdU) seguida de deteccién inmunoldgica de la BrdU
incorporada (para cada linea celular y cada agonista, n = 4, P=<0.001 para celdas A375y, P=<0.05 para celdas
B16F0). Adaptado de (Michiels et al. 2010).



Se demostrd que la activacion farmacoldgica de PPARP/S reducia los niveles proteicos de
nestina y zyxina, proteinas que desempefian roles esenciales en la patogénesis y la angiogénesis de
multiples 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 estan relacionadas
con el nivel de agresividad del tumor y que PPARP no tiene la capacidad de reprimir todas las

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

La salud equina es un topico de alto interés para la medicina veterinaria debido a los
componentes econdmicos, 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
cutaneas. Las neoplasias cutaneas tienen multiples presentaciones y etiologias, siendo el melanoma
una de las més frecuentes. Los melanomas tienen diferentes grados de malignidad, presentaciones
clinicas y morfoldgicas con diferentes tiempos de evolucion. Por estas razones es fundamental poder
reconocer los componentes moleculares que juegan un papel importante en el desarrollo de las

células neoplésicas.

Anteriormente se ha estudiado en humanos y ratones, la capacidad que tienen los receptores
activados por proliferacion del peroxisoma (PPARs) de reducir la proliferacion, metastasis 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 evolucion del melanoma, puesto que presentan una accion represora de gen
WT1, el cual presenta caracteristicas carcinogénicas en los melanomas, sin embargo, estos estudios
aun 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 actGan en mayor cantidad en los melanomas
malignos cutaneos en equinos y sus interacciones moleculares serd de gran ayuda para reconocer
factores de riesgo que nos ayuden a predecir la resolucion de un melanoma y de esta manera poder

actuar con medicina preventiva en las etapas iniciales de la patologia.
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6. METODOLOGIA

6.1. Disefio experimental:

Disefio Experimental

Recoleccion de muestras

y

Piel sana Melanoma

Tincidén convencional H&E.

Almacenamiento Confirmacién de Diagndstico y
Congelacion __/\ L comparacion histologica de las
) Fiiacion
= Técnicas muestras.
Expresion gPCR
diferencial
de: AN
- PPARYy.
- PPARB/S.
Determinar la relacion entre el nivel de Anélisis estadistico = T de Student
acondicionamiento fisico y la expresion de los intervalo de confianza del 95% y
PPARs. con correccion de Welch y prueba
de Tukey.
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6.2. Recoleccion de muestras:

6.2.1. Animales de estudio

Como criterio de inclusion para nuestros grupos se tuvo en cuenta el acondicionamiento fisico
de los animales (de alto rendimiento y de bajo rendimiento), basdndose en su funcion zootécnica
(salto, carreras, charreria, exposicidn, recreacion); se tomaron muestras de caballos de clubes hipicos
del &rea metropolitana de Monterrey o caballos que fuesen remitidos al Hospital de Grandes Especies
de la Universidad Auténoma de Nuevo Ledn. De estos caballos se recolectaron muestras de piel sana
y tumoraciones sospechosas de melanoma. Sobre la base de los criterios de inclusion se tuvieron los
grupos de alto acondicionamiento fisico y bajo acondicionamiento fisico, 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 realizo la asepsia correspondiente para la obtencion de las
muestras de piel sana y melanoma de regiones del maslo de la cola y la region perianal. Se realiz6
induccion 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 rasur0 y se desinfecto el area de recoleccién
de muestra. Se anestesio con 10ml de Lidocaina al 2 % (Pisacaina®-PiSA farmacéutica
Agropecuaria, DF, México) en el perimetro del tumor. El tejido se retiro con técnica de extraccion
quirdrgica estandar. También se tuvo en cuenta que el caballo no hubiese realizado ejercicio en las

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

Las muestras fueron guardadas en bolsas plasticas rotuladas con los datos generales del caballo
muestreado y la fecha de recoleccion, las muestras fueron transportadas en cajas de material aislante
térmico para mantener la cadena de frio 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. Analisis histologico de las muestras de piel sana e histopatoldgico de las muestras de
Melanoma de equino, mediante la tincién convencional de H&E:

6.3.1. Toma de la muestra:

La muestra ya previamente fijada (piel sana y melanoma), se lavo con agua directa de la llave
y se corto empleando una hoja de bisturi realizando la minima presién en el tejido, para evitar
distorsionar sus estructuras microscopicas, 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 volvid a almacenar en los recipientes con formalina
al 10%.

6.3.2. Fijacion de las muestras:

Una vez cortados, los tejidos se colocaron en un casete de plastico, se cerrd y se etiqueto 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 morfologia sin cambios notables y
manteniendo la integridad de cada célula, también se logré que las células adquirieran la capacidad
oxidante reductora para conferirse en ellas una mejor absorcién hacia el colorante.

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

dureza para mantenerse intactos durante todo el proceso de la técnica.
6.3.3. Inclusién 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 dia.
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Procedimiento:
I. Se deshidrataron las muestras para extraer el agua de los tejidos y que el solvente actle

correctamente.

Deshidratadores Tiempo de duracion 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.
I1. Los tejidos se pasaron a las soluciones de aclaracion o diafanizacion que permitiran la

solubilidad de la parafina.

Aclarante Tiempo de duracion 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.

[11. Por ultimo se incluyeron en bafios de parafina.

Pre-inclusiones | Tiempo de duracién de las muestras en c/u

Parafina | 1:30 (hora y media)

Parafina Il 1:30 (hora 'y media)

Tabla 4. Liquidos de pre-inclusion 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 automatico va cambiando las muestras de solucion en solucion
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 extraidos del casete y se

pasaron a la inclusién final para formar los bloques de donde se extraeran los cortes. Se colocaron
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los recipientes con parafina sélida en la estufa a 70°C y se dejaron por 5 a 10 minutos para que se
hagan liquidos. Se verti6 la parafina liquida en el molde con el tejido, se aplico una ligera presion y
se dejo 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 retir6 el excedente que quedaba a los lados.

6.3.4. Microtomia:

Antes de realizar los cortes en el microtomo, los blogques se metieron al congelador para que
las secciones del tejido estén uniformes. Posteriormente se realizaron los cortes a 4um. Se
desprendieron del micrétomo con un estilete y se pasaron a bafio maria por flotacion a 45°C para
realizar su extension. De inmediato se coloco cada corte por individual en una laminilla con especial
cuidado para evitar romper el tejido. Se dejaron secar a temperatura ambiente por un dia.

Posteriormente se procedio a realizar la tincion de Hematoxilina y Eosina.

6.4. Tincién con Hematoxilina y Eosina (H&E):
6.4.1. Coloracidén o tincion de las muestras:

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

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

1. Se desparafinaron lo tejidos sumergiendo la gradilla en xilol puro por 5 minutos.
2. Se hidrataron en bafios 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 coloracion de los nucleos 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 acido haciendo una inmersion répida para eliminar el exceso de colorante.
7. Se lavaron con agua destilada por 2 minutos.

8. Se realiz6 una inmersion rapida en agua amoniacal.

9. Se lavaron en agua destilada por 1 minuto.

10. Se pasaron a la eosina por 30 segundos para la coloracion 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 bafio de xilol por 2 minutos.

14. Finalmente se realizd el montaje.

6.4.2. Montaje:

Cada laminilla se saco del xilol y se le coloco una gota de entellan (pegamento) por encima
del tejido tefiido, se sumergié nuevamente al xilol para que el entellan se volviera menos acuoso y
se colocd un cubreobjetos con especial cuidado para evitar la formacion de burbujas sobre el tejido
al momento de la adhesion del cubreobjetos con la laminilla para la observacion de los tejidos al

microscopio.

Una vez realizado el montaje se dejaron secar por un dia, posteriormente se procedié con su

analisis.
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6.4.3. Observacion al microscopio:

Se realiz6 la observacion de cada tejido mediante el microscopio Optico, permitiendo ver a
detalle cada estructura que constituian los tejidos y con la ayuda de los expertos en la materia
realizamos el diagndstico de cada uno.

6.5. PCR en tiempo real

6.5.1 Flujograma del experimento

Extraccion de ARN a partir
iz, Sintesis de cDNA -

Método: (TRIzol ® Superscript RT 11
Reagent, Life
Technologies)

Desnaturalizacion 94°C/10 1
(activacion) min

Analisis de expresion
génica: Método 2AACt

Desnaturalizacion 94°C/10s

*Kits a utilizar: Alineamiento 62°C/ 40
Improm-I1 ® reverse transcriptase Promega. 30s
SYBR® Advantage® qPCR PreMix, 2X de BT RS
ELELE! Elongacion final 72°C /10 1
min
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Para la realizacién de la técnica de PCR en tiempo real se llevaron a cabo las siguientes etapas
basados en la bibliografia consultada y bajo la supervision del técnico a cargo del laboratorio de
genetica de la FMVZ de la UANL.

Extraccion de ARN Cuantificacion del Sintesis del Preparacion de la mezcla
por método Trizol. ARN obtenido. ADNec. para la reaccion.

Amplificacion por
Obtencion de datos y analisis PCR del fragmento
estadistico. Housekeeping y el
gen de interés.

Colocacion de las reacciones
(por duplicados) en placa de
PCR de 96.

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

6.5.2. Técnica de extraccién de ARN por el método Trizol

Se pesaron 100mg de tejido, el cual se pulverizd en un mortero con nitrégeno liquido (Figura
14), se agregé 1ml de Trizol (TRIzol ® Reagent, Life Technologies) hasta que se generd la
uniformidad de la mezcla y se incubd por 5 minutos a temperatura ambiente. Posterior a la adicion
del Trizol, se efectudé nuevamente el proceso de maceracion para favorecer mas optimamente la
separacion de los componentes celulares.

Después se pasé a un tubo eppendorf de 2ml y posteriormente se adicionaron 200ul de
cloroformo y se les di6 vortex (agitacion vigorosa) por 15 segundos, se incubé la muestra por 3
minutos a temperatura ambiente y se centrifugd 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 proteinas y una fase inferior roja que corresponde a la fase
organica que contiene el ADN. La fase acuosa o superior se coloco en un tubo nuevo y se adicionaron
500ul de Isopropanol, posteriormente se mezcl6 por inversion 10 veces, se centrifugo por 10 minutos
a 4°C a 12000g, se decantd el Isopropanol y se le agregé 1ml de etanol al 80%, se le di6 vortex por

3 segundos y se centrifugd a 120009 por 5 minutos, a 4°C. Posteriormente se decanto el etanol y se
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dejo secar por 10 minutos a temperatura ambiente. Se resuspendio el ARN con 20ul de H.O DEPC
y se incubo a 55°C por 10 minutos para posteriormente leer su concentracion a 260nm. EI ARN se

almacen6 a -70°C.

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

Medicina Veterinaria y Zootecnia, Universidad Autonoma de Nuevo Leon.

6.5.3. Cuantificacion del ARN extraido:

Para el analisis de purificacion del material extraido, se utiliz6 el método de
espectrofotometria, utilizando el EPOCH ™ del laboratorio de Reproduccion, en la Facultad de
Medicina Veterinaria y Zootecnia, de la UANL. Con la pipeta de 2 ul se colocd la muestra en la
plataforma, y el software analizd 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 extraccion para evitar presencia abundante de detritos celulares como
proteinas, alcoholes o Trizol.
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6.5.4. Sintesis del ADN complementario (ADNc):

Se adicionaron en un tubo Eppendorf un volumen correspondiente a Sug de ARN, 1ul de
oligo desoxitimidina (oligo dT 0.5mg/ul) y 1ul de una mezcla de dNTPs 10mM vy se llevd a un
volumen de 12ul con agua DEPC, se calent0 a 65°C por 5 minutos, después se adiciond 4l de Buffer
First Strand 5x, 2ul de Dithiothreitol (DTT) 0.1M y 1ul de Inhibidor de ribonucleasa, se mezcl6 y
se incubo6 las muestras a 42°C por 2 minutos; posteriormente se adiciond 1ul de Superscript RT
(1U/ul) a cada muestra y se mezclO por pipeteo, se incub6 a 42°C por 50 minutos y se inactivo la

reaccion calentandola a 70°C por 15 minutos.

Para la obtencion del control positivo del gen constitutivo o housekeeping correspondiente,
B-actina, se tomd una muestra de sangre de un caballo de propiedad del Hospital de Grandes Especies
de la FMVZ, de la UANL.

6.5.5. Extraccion de ADN a partir de sangre:

Con el uso del kit Wizard Genomic DNA Purification Kit se procedio a realizar la extraccion
en las siguientes etapas especificadas por el Kit:
- En un tubo eppendorf de 1.5 ml se agregd 300 pl.
- Posterior a esto se agreg6 900ul de la solucion de lisis celular.
- Se mezcl6 por inversion de 5-6 veces.
- Se incubd la mezcla por 10 minutos a temperatura ambiente
- Se centrifug6 a 13000 rpm durante un minuto.
- Se retir6 el sobrenadante sin tocar el pellet.
- Adicion de 300l de solucion Nuclear Lysis.
- Seincubo a 37°C por 1h.
- Se le adiciono 1.5 ul de RNasa y fue mezclado por inversion 10 veces.
- Incubacién a 37°C por 15 minutos.
- Enfriamiento a temperatura ambiente y adicion de 100 pl de solucion salina.
- Se mezcl6 por vortex durante 25 s luego centrifugado a maxima velocidad durante 3 minutos.

- El sobrenadante fue transferido a otro tubo eppendorf de 1.5 pl.
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- Adicién de 300 pl de isopropanol y centrifugacion a 13000 rpm durante un minuto.
- Adicion de 300 pl de Etanol al 70% y se centrifugd a 13000 rpm durante un minuto.
- Se decantaron los alcoholes dejando los tubos secandose a 37°C por 30 minutos.

Posterior a esto fue rehidratado con 100 ul de la solucion 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 ultimo fue almacenado a -20°C.

Nota: Para la obtencion del control positivo de las isoformas PPARB/6 y PPARY 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. Analisis de la PCR en tiempo real

Para la medicion de la fluorescencia en tiempo real se utilizd la quimica SYBR Green. Se
utilizo una tnica muestra de ADNCc para analizar la expresion de las isoformas de PPARB/S y PPARy
en tubos separados y por duplicados. Se utilizo la Beta actina (B-actina) como un gen de referencia

de mantenimiento enddgeno o Housekeeping.

Los primers a utilizar para el gen Housekeeping estan resefiados a continuacion:

Gen Secuencia Producto
Housekeeping (Amplicon)
[B-actina Primer Forward: TAA GGA CCT GTA CGC CAA CAC AGT 104 pb

Primer Reverse: ACT CCT GCT TGC TGA TCC ACATCT

Nota: Los primers de B-actina fueron disefiados con el uso del programa de libre acceso
PrimerQuest® Tool de Integrated DNA Technologies (IDT).

Las condiciones de amplificacion para p-actina fueron: 50 °C durante 2 min (preincubacion),
seguidas de 40 ciclos de 95 °C durante 10 min (desnaturalizacion), 95 °C durante 15 s (recocido) y
62 °C durante 1 h (extension).
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Los primers utilizados para la isoforma PPARB/S y PPARy fueron los siguientes:

Gen Secuencia Producto
(Amplicén)
PPARJ/d Primer Forward: AGCAACCTCTTCCTCAACGA 150 pb
(Cho et al. 2015) Primer Reverse: GAG GCTGCGTAGGAACTCAC
PPARy Primer Forward: TAGCTCCCATCGCTTAGGTT 107 pb

Primer Reverse: CCAAAATGGCATCTCCGTGT

Nota: Los primers de la isoforma gamma (PPARYy) fueron disefiados con el uso del programa
de libre acceso PrimerQuest® Tool de Integrated DNA Technologies (IDT).

Las condiciones de amplificacion para PPARP/6 fueron: 50 ° C durante 2 min
(preincubacion), seguidas de 40 ciclos de 95 ° C durante 10 min (desnaturalizacion), 95 ° C durante
155y 62 ° C durante 1 h (extension). Las condiciones de amplificacion para PPARy fueron: 50 ° C
durante 2 min (preincubacion), seguidas de 40 ciclos de 95 ° C durante 10 min (desnaturalizacion),
95 ° C durante 15 sy 60 ° C durante 1 h (extensidn).

La composicion del ensayo fue la siguiente:

Cada mezcla de PCR de 20 pl consiste en una mezcla maestra (master mix) disponible
comercialmente (SYBR® Advantage® gPCR PReMix, 2X de TaKaRa) de la cual fueron
adicionadas 10 pl por reaccion, 0.5 ul del primer F y 0.5 pl del primer R por reaccion, 7 ul de H20
libre de nucleasas en cada reaccion y, por tltimo, 2 pl del ADNc¢ por reaccion y a una concentracion
de 150ng/pl.
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6.5.7. Analisis de la expresion

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

delta delta Ct (2AACt), obteniendo el resultado de que genes (ARNmM) estaban sobreexpresados o

subexpresados entre los grupos de muestreo (Figura 15).

(Cambios de expresion?

Gen de interés en células control

Gen housekeeping en células control

J

1
1

Ve

Gen de interés en células acondicionadas

~N

-

Gen housekeeping en células
acondicionadas

ACt1= Ct (Gen PPAR-Acondicionamiento) — Ct (Gen Housekeeping en acondicionamiento)

ACt2 = Ct (gen PPAR- control) — Ct (Gen Housekeeping en control)

2AACt= Ctl(acondicionamiento) — Ct2 (control)

Figura 15. Modelo matematico para realizar el calculo 2AACT. Adaptado de (Livak & Schmittgen, 2001).

6.5.8. Andlisis estadistico

El andlisis estadistico de los resultados de las PCR en tiempo real fue llevado a cabo por

medio del paquete estadistico GraphPad Prism 4, basandose en los resultados arrojados por el

2AACt. Se llevo a cabo la prueba T de Student no pareada para la comparacion de los 2 grupos de

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

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

con correccion de Welch. Para comparaciones intragrupo, se llevo a cabo la prueba de Tukey.
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7. RESULTADOS

7.1. Analisis histoldgico de los tejidos de piel sana y andlisis histopatoldgico de las muestras de

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

7.1.1 Piel sana:
Al analizar el tejido de piel sana tomado de regiones clinicamente 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. Fotomicrografia de la histologia de piel sana de equino de 8 afios, raza Frisonn, prieto, sin
acondicionamiento fisico. Se observa la arquitectura normal de una muestra de piel sana, pudiendo observar
estructuras que la conforman. (A) epidermis (B) dermis (C) Foliculo piloso (D) glandula sebacea.
Microscopia de luz en aumento 10x. Inclusion en parafina. (H&E). Barra de escala: 50um. Fotos tomadas con

camara AxioCam ERc 5s en utilizacion del software ZEN 3.2 Lite.
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Figura 17. Fotomicrografia de la histologia de piel sana de equino de 18 afios, raza cuarto de milla,
bayo, sin acondicionamiento fisico. (A) epidermis (B) dermis (C) Foliculo piloso (D) glandula seb&cea.
Microscopia de luz en aumento 40x. Inclusion en parafina. (H&E). Barra de escala: 10pm. Fotos tomadas con
camara AxioCam ERc 5s en utilizacion del software ZEN 3.2 Lite.

7.1.2. Melanoma:

Todas las muestras presuntivas de melanoma cutineo recolectadas fueron procesadas en
bloques de parafina para su posterior corte y analisis por tincion de Hematoxilina y Eosina (H&E).
Se analizaron las secciones histoldgicas y su arquitectura, donde se denotaron focos de células
tumorales y melanosomas de diferentes tamarios. Con las apreciaciones realizadas de estos cortes
histopatoldgicos se confirmo el diagnostico presuntivo de la patologia de melanoma para la inclusién

de estos tejidos en el estudio y andlisis de expresion génica (Figura 18, 19y 20).
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Figura 18. Fotomicrografia de la histopatologia de melanoma en base de la cola de yegua de 16 afios,
raza cuarto de milla, color de capa tordilla, sin acondicionamiento fisico. Se puede observar como los
diversos focos de células tumorales (A) distorsionan la arquitectura natural del tejido, con mdltiples
inclusiones de melanosomas de diferentes tamafios (B). Microscopia de luz en aumento 10x. Inclusion en

parafina. (H&E). Barra de escala: 50um. Fotos tomadas con camara AxioCam ERc 5s en utilizacion del

software ZEN 3.2 Lite.
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Figura 19. Fotomicrografia de la histopatologia de melanoma en base de la cola de yegua de 12 afios,
raza cuarto de milla, color de capa tordilla, sin acondicionamiento fisico. Se pueden observar diversos
focos de células tumorales (flechas). Microscopia de luz en aumento 10x. Inclusion en parafina. (H&E). Barra

de escala: 50um. Fotos tomadas con camara AxioCam ERc 5s en utilizacion del software ZEN 3.2 Lite.
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Figura 20. Fotomicrografia comparativa de una muestra de piel sana en contraste a una muestra de
melanoma. Se puede apreciar como el infiltrado focos de células tumorales (flechas) distorsionan toda la
arquitectura de la piel (B), en comparacion con el corte de piel sana (A), donde facilmente se pueden apreciar
las estructuras como foliculos pilosos (1), glandulas sebéceas (2), epidermis (3) y dermis (4). Microscopia
de luz en aumento 40x. Inclusion en parafina. (H&E). Barra de escala: 50um. Fotos tomadas con camara

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

Como parte del estudio, se report0 y resefio las caracteristicas de cada muestra recolectada y
de los caballos muestreados (edad, sexo, raza, ubicacion del tumor, color de capa, etc.) con el fin de

ser utilizado en futuros estudios meta-analiticos o de revision.

De las muestras recolectadas de caballos con melanoma, se pudo observar que la gran
mayoria (80%) pertenecian a caballos mayores a 11 afios (Gréfica 1). El género de los caballos no
mostro alguna tendencia relevante, pero se encuentra reportado en el (Anexo 2). La ubicacion de las
neoplasias fue en maslo de la cola, region perianal, escapula parte superior, cola y base de la cola,

mostrado en el (Anexo 2).

Edad de los caballos
muestreados de melanoma

16- 20 afnos
40%

11-15 afos
40% m 5-10 afos
m 11-15 afos
m 16- 20 aflos

Gréfica 1. Muestras recolectadas de melanoma por rangos de edad. Rangos de edad de 5-10 afios (2/10,
20%), 11-15 afios (4/10, 40%) y 16-20 afos (4/10, 40%).
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De los caballos muestreados con melanoma se pudo observar que la mayoria (80%) de las
muestras recolectadas pertenecian a caballos del color de capa tordillo (Grafica 2). Todas las

muestras recolectadas de melanoma pertenecian a caballos de bajo rendimiento fisico.

Color de capa

m Tordillos motros colores de capa

Gréfica 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 mayoria (70%) eran de la raza
cuarto de milla, aspecto resefiable para futuros estudios de prevalencia o metaanalisis, sin embargo,
se asume que esta mayoria de raza cuarto de milla se debe a que es una raza bastante comun en el

area geografica de muestreo, el area metropolitana de Monterrey, Nuevo Ledn, México. (Grafica 3).
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Razas de caballos muestreados con melanoma

Ibérico
20%

Cuarto de
milla
70%

m Cuarto de milla mIbérico = Appendix

Gréfica 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 p-actina y expresion génica de PPARp/6 y PPARYy:

Luego de realizar las correspondientes extracciones de RNA por el método Trizol y su
subsecuente cuantificacion por medio de espectrofotometria (Anexo x) de las muestras de piel sana
y melanoma, se inicio la estandarizacion de la técnica por medio de PCR punto final. Con utilizacion
del Tm Calculator de Thermo Fisher Scientific y afiadiendo un gradiente de temperatura se
determind la temperatura de alineamiento adecuada para el experimento. Luego de correr el
experimento se confirmé la adecuada amplificacion de la banda esperada para la isoforma de B-
actina y PPARP/6 (Figura 21y 22).
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Figura 21. Electroforesis en gel de agarosa al 1.5% para p-actina y PPARP/6. Muestras procesadas por
PCR punto final de 5 muestras de melanoma equino. Se observa el producto esperado, correspondiente al
fragmento de 150pb de PPARP/S.

M2 M4 M5 M6 M10

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
PPARB/S (M2, M4, M5, M6, M10).
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7.3.1. RT-gPCR para p-actina y expresion genica de PPARB/6 y PPARYy:

Para el experimento de PCR en tiempo real se realizo la corrida de todas las muestras de B-
actina, PPARPB/d y PPARY individualmente debido a su diferente temperatura de alineamiento, para

posteriormente realizar el analisis 2AACt.

7.3.1.1. PPARP/d en piel sana.

Su pudo observar una diferencia de expresion estadisticamente significativa (p<0.001) entre
los caballos con acondicionamiento fisico, en comparacion con los caballos sin acondicionamiento

fisico, presentando una diferencia de 50 unidades relativas de expresion (Grafica 4).

PPARB/S en piel sana

70- ‘llllllmlllllll L. .
L . Il Con acondicionamiento

Normal

PPARP/S /B-actina

Con acondicionamiento Normal

Gréfica 4. Andlisis de PPARP/S en tejidos de piel sana de caballos con y sin acondicionamiento fisico.
B-actina fue utilizado como gen normalizador o Housekeeping. Diferencia de expresion de PPARP/S en piel
sana de los grupos con y sin acondicionamiento fisico por el método 2AACt. *** - prueba T de Student no

pareada con correccion de Welch (p<0.001). Prueba F de varianza—>*** (p< 0.001). Medidas de desviacion

estandar presentadas en la figura.
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Adicionalmente se realiz6 la comparacion intragrupo, determinando las diferencias de
expresion entre los individuos de cada grupo, tomando las réplicas (duplicados) realizadas de cada
una de las muestras (Gréafica 5). Se pudo observar que no todos los individuos con acondicionamiento
fisico presentaban una diferencia estadisticamente significativa con respecto al grupo 1 (sin
acondicionamiento). Sin embargo, la mayoria presentaban una diferencia numérica y dos caballos

presentaron una diferencia estadisticamente significativa (p<0.001, p<0.05)

Expresion de PPARB/S en piel sana
200

*k*

150
100 *

=
25
20
15
10

PPARB/3 / B-actina

o1

Gru;!ol Grupo 2
Comparacion intragrupos

Gréfica 5. Andlisis de PPARP/S en tejidos de piel sana de caballos con y sin acondicionamiento fisico.
B-actina fue utilizado como gen normalizador o Housekeeping. Diferencia de expresion intragrupo de
PPARP/S en piel sana de los grupos con y sin acondicionamiento fisico por el método 2AACt. *** = prueba
Test de Tukey. Prueba F de varianza—>*** (p< 0.001). medidas de desviacion estandar presentadas en la

figura.
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7.3.1.2. PPARP/d en piel sana y melanoma.

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

donde no se denotd una diferencia significativa entre los grupos (Gréfica 6).

PPARB/5 en piel sanay melanoma
= prrrsesserannan
NS B Melanoma
S —Piel sana
g 50+
o
w
= -
EE: 25+
a
N
O-
Melanoma Piel sana

Grafica 6. Analisis de PPARP/d en tejidos de piel y melanomas. -actina fue utilizado como gen
normalizador o Housekeeping. Diferencia de expresion intragrupo de PPARPB/S en piel sana de los
grupos con y sin acondicionamiento fisico por el método 2AACt. NS = prueba T de Student no

pareada con correccion de Welch. medidas de desviacion estandar presentadas en la figura.

Nota: En esta figura se compar6 las muestras de piel sana (con y sin acondicionamiento
deportivo) contra las muestras de melanoma (de caballos con acondicionamiento fisico), para

denotar si se observase alguna diferencia estadisticamente significativa.
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7.3.1.3. PPARP/d en piel sana y melanoma en caballos sin acondicionamiento fisico.

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

ninguna diferencia estadistica, esto debido a que no se encontrd ningun caballo de alto rendimiento

fisico durante el periodo de muestro, se prosiguio a evaluar la expresion génica de la isoforma

PPARP/6 en los grupos sin acondicionamiento fisico, encontrando un aumento significativo (p<0.05)

de expresion génica en los caballos con melanoma (Gréfica 7).
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Gréfica 7. Diferencia de expresion de PPARP/d en piel sana y melanoma de caballos sin

acondicionamiento fisico. B-actina fue utilizado como gen normalizador o Housekeeping. por el método

2AACt. * > T de Student no apareada con correccion de Welch (p<0.05). Prueba F de varianza—>***

(p<0.001). Medidas de desviacion estandar presentadas en la figura.
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7.3.1.4. PPARY en piel sana en caballos con y sin acondicionamiento fisico.

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

pero no se obtuvo una diferencia estadisticamente significativa (Grafica 8).
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Gréfica 8. Diferencia de expresion de PPARY en piel sana de los grupos con y sin acondicionamiento
fisico por el método 2AACt. B-actina fue utilizado como gen normalizador 0 Housekeeping. NS—> T de
Student no apareada con correccion de Welch (p<0.05). Medidas de desviacion estandar presentadas en la

grafica.
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7.3.1.5. PPARY en piel sana y melanoma de caballos sin acondicionamiento fisico.

Al analizar la expresion génica de PPARy en piel sana y melanoma de caballos sin
acondicionamiento fisico, se obtuvo un aumento numérico (1.265 U.R.) pero no se obtuvo una

diferencia estadisticamente significativa en la expresion génica de ambos grupos (Grafica 9).

PPARy en Piel sana y melanoma

B Piel sana
=1 Melanoma

PPARy / B-actina
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Gréfica 9. Diferencia de expresion de PPARy en piel sana y melanoma de los grupos sin
acondicionamiento fisico por el método 2AACt. B-actina fue utilizado como gen normalizador o
Housekeeping. NS> T de Student no apareada con correccion de Welch (p<0.05). Medidas de desviacion

estandar presentadas en la gréfica.
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8. DISCUSION

Los datos porcentuales de las muestras recolectadas sefialan concordancia con la literatura
previamente resefiada de Moore y colaboradores y Phillips y Lembcke, resaltando al caballo con un
rango de edad avanzada (>11afios) como el méas propenso para el desarrollo de masas tumorales de
melanoma; Fleury y colaboradores en el 2000, donde reportaron que el 75% de una poblacion
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 afio
2000 y Moore y colaboradores en el 2013 exponen que no hay alguna diferencia estadisticamente
significativa en el género del animal, dato que concuerda con lo encontrado en este estudio donde
no se observd 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 afio 2000, se considerd la capa gris
o tordilla, como un factor de riesgo (Fleury et al., 2000b). Dato que Seltenhammer y colaboradores
en el afio 2003 seguirian sefialando al reportar que, de una poblacion de 296 caballos de color de
capa gris mayores a 4 afios, el 50% ya presentaban neoplasias melanociticas. El estudio actualmente
realizado contina mostrando como tendencia, al caballo de capa gris o torda, como el mas propenso
al desarrollo de esta patologia, al haber sido un 80% de muestras pertenecientes a caballos de esta
caracteristica (Fleury et al., 2000a; Seltenhammer et al., 2003).

Seltenhammer y colaboradores en el afio 2003 reportaron en un estudio de 296 caballos
tordillos, que un 75.6% de los animales diagnosticados con melanoma presentaron la tumoracion 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 proximas a la regién perianal (Seltenhammer et
al., 2003).

El comportamiento agresivo (maligno) o pasivo (benigno) de los tumores melanociticos aun
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 sefialan aspectos de tamafio,

edad de presentacion, ubicacion anatomica, pueden ser de utilidad para la identificacion de posibles
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comportamientos en la neoplasia melanocitica, sin embargo, el criterio de los patdlogos suele ser
reservado para evitar errores en el prondstico y el comportamiento de la patologia, situacion ocurrida

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

La amplia presentacion clinica y macroscopica que se pudo observar en los diferentes
melanomas recolectados supone una amplia amalgama de componentes moleculares que pueden
estar desempefiando un rol especifico 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
sobreexpresion de PPARP/S en las muestras de melanoma en comparacion a las muestras de piel
sana de caballos por la técnica de inmunohistoquimica indirecta (IHQ). Estos datos reportados
sugieren un aumento de expresion de la proteina PPARPB/S en el melanoma, concordante con los
resultados del presente estudio donde se observd un aumento de expresion génica por parte de
PPARP/S. Sin embargo, se debe tener presente que un aumento de expresién génica no
necesariamente indica un aumento de expresion proteica, por lo que se requiere realizar esta técnica

con las muestras actuales para obtener mas informacion (Rangel-Sanchez et al., 2021).

El estudio realizado por Cho y colaboradores en el 2015 sefiald la relacion que habia entre la
expresion de PPARP/S 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 analisis de PCR en tiempo real sefialaron una diferencia estadisticamente
significativa entre la expresion del ARNm PPARP/6 en piel sana de caballos con acondicionamiento
fisico, dato que vendria siendo concordante con los resultados obtenidos por Cho, que indician que,
a mayor ejercicio y acondicionamiento fisico, mayor expresion génica de PPARB/6 (Cho et al.,
2015).

Los resultados del andlisis de expresion génica del ARNm PPARy no mostraron diferencias
estadisticamente significativas en la expresion en piel sana de caballos con y sin acondicionamiento
fisico ni tampoco mostraron diferencias de expresion entre las muestras de melanoma y piel sana,
contrario a lo que se esperaba de esta isoforma, que ha sido reportada por Nufiez 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 especificos de estos pueden encadenar mecanismos de accion
o de transcripcion anticancerigenos (Nufiez et al., 2006; Paulitschke et al., 2012).

Durante el presente estudio no se encontrd caballos con acondicionamiento fisico que
presentaran melanomas o neoplasias melanociticas, debido a esto, los analisis de los grupos debieron
realizarse sin esta variable (comparacion de los grupos de melanoma con y sin acondicionamiento),
analizando los diferentes niveles de expresion génica entre las muestras de piel sana con y sin
acondicionamiento fisico, y la comparacion de las muestras de melanoma se realiz6 Unicamente en
caballos sin acondicionamiento fisico. Este dato no afirma que no haya caballos con
acondicionamiento fisico y presencia de melanoma, pero sugiere que su presencia es mucho menor
debido a la selectividad genética que conlleva la seleccion de los caballos deportivos, y esta seleccion
previene la inclusién de genética inestable o con alta posibilidad de mutacion, en adicion a esto,
como lo describe Cho y colaboradores en su estudio realizado en Corea del sur, en el 2015, donde
sefialan que el ejercicio esta relacionado con niveles elevados de PPARf/3, factor de transcripcion
que Michiels y colaboradores en el 2010 reportaron que desempefia un rol anticancerigeno 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 interaccion bioldgica entre las
neoplasias melanociticas y la expresion de PPARP/S, como ya se habia sugerido por Itzel y
colaboradores en el 2021 y por Michiels y colaboradores en el 2010, no obstante, se requiere extender
el nimero de muestras de piel sanay melanoma, el periodo de tiempo de recoleccion o quizé utilizar
cultivos celulares equinos para poder esclarecer con mayor precision el rol patobiolégico que cumple
PPARP/d y PPARYy 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 investigacion previamente realizado, podemos
concluir:

- Comparando la expresion del ARNm de PPARP/S en las muestras de piel sana, los caballos con
acondicionamiento fisico mostraron mayores niveles de expresion génica en relacion con los
caballos sin acondicionamiento fisico.

- Comparando los grupos sin acondicionamiento fisico, se mostré un aumento de expresion de
ARNmM PPARf/6 en melanoma en comparacion a las muestras de piel sana.

- El acondicionamiento fisico no mostrd diferencia estadistica en la expresion del ARNm PPARy
en las muestras de piel sana.

- La presencia de melanoma tampoco mostro diferencias estadisticas en la expresion del ARNm
PPARYy en comparacion con las muestras de piel sana.

Los resultados obtenidos indican una fuerte relacion entre los PPARs y el desarrollo del
melanoma, incluyendo una posible modulacion y aumento de expresion en los caballos que tienen
acondicionamiento fisico o estan expuestos a rutinas de esfuerzo fisico constantes, presentdndose
como una interesante observacién y recomendacién para un caballo predispuesto a la presentacion
de melanoma u otras neoplasias. Dilucidar adecuadamente la relacion 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 funcién
o0 de estimulacion de los PPARs, sin embargo, se deben seguir realizando analisis bajo variables mas
controladas, como la edad de los grupos, cantidad especifica de ejercicio, razas, e incluso dietas,
aspectos que debido a la brevedad del tiempo de recoleccion no pudieron ser dptimamente
controlados. Una manera mas acertada de controlar la estimulacion que reciben los PPARs seria
mediante la utilizacion de cultivos celulares de melanoma equino, ya que seria ideal para reducir
ampliamente muchos de los factores previamente mencionados.

Otro aspecto para valorar seria su posible relacion con la tercera isoforma, PPARa; que, Si
bien no est4 conceptualizada o relacionada en tantos roles de carcinogénesis como la isoforma
PPARPB/6 o PPARYy y en adicion a ello, estudios recientes reportan actividades en la sanacion de
heridas y lesiones crénicas; su expresion génica podria arrojar alguna tendencia que revele alguna
informacion relevante para el entendimiento de estos receptores nucleares.

Estudios futuros con ARN de interferencia como bloqueadores de rutas metabdlicas, podrian
ayudar a vislumbrar de una manera mas especifica el rol bioldgico anticancerigeno que juegan los
PPARs en el desarrollo del melanoma equino.

El estudio de los PPARs es demorado, debido a que, siendo factores de transcripcion y
receptores nucleares, juegan un rol en maltiples actividades del organismo, por lo tanto, es requerido
seguir realizando estudios en esta linea de investigacion, de mayor duracion 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.

Muestras de piel sana

N° | Sexo Raza Edad (afios) Color de capa Rendimiento
1 M Cuarto de milla 3 Alazan A
2 H Frison/shire 1 Prieta B
3 M Cuarto de milla 4 Prieto A
4 M Frison 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 Alazan B
9 | H | Cuartodemilla 10 Tordillo B
10 H Cuarto de milla 3.5 Moro carbonero A

*A=Alto rendimiento fisico, B=Bajo rendimiento fisico.
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Anexo 2: Tabla de datos de las muestras de melanoma:

Muestras de melanoma

) L, . ) , . ., Color de
Caballos| Diagnostico histopatolégico Ubicacion Raza .
g P g capa Edad | Rendimiento
1
M1 Melanoma Maslo de la cola /4_de Tordillo
milla 14 B
Yade .
M2 Melanoma Maslo de la cola . Tordillo
milla 18 B
. Yade
M3 Melanoma Prepucio milla Cremello 10 5
A 1
M4 Melanoma Escapula parte | % de Tordillo
posterior milla 16 B
Melanoma de células ., . L. )
M5 elongadas Region perianal | Ibérico | Albino 10 B
— T
M6 Melan(?ma amelanocitico de Base de la cola /4_de Tordillo
ceélulas elongadas milla 14 B
., . Yy de .
M7 Melanoma Region perianal milla Tordillo 18 B
M8 Melanoma Cola Ibérico | Tordillo 16 B
M9 Melanoma Base de la cola Agpen Tordillo
iX 13 B
M10 Melanoma Region perianal 1/4.de Tordillo
milla 12 B

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