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RESUMEN

La expresion del gen del Tumor de Wilms 1 (WT1) ha sido descrita en diversas neoplasias,
tales como el melanoma en humanos y otras especies, por lo que debido a sus caracteristicas
moleculares es considerado un objetivo terapéutico importante, en la especie equina, sin
embargo, sus funciones moleculares no estan dilucidadas. Nuestros hallazgos por otra parte
sugieren una funcion de WT1 como supresor tumoral en la piel sana, asi como una posible
interaccion con los receptores activados del proliferador de peroxisomas beta/delta (PPAR
B/6) en las neoplasias de sarcoide y melanoma, las cuales son neoplasias cutaneas que
demandan un importante interés clinico, social y econémico. Conocer el comportamiento
molecular de WTT1 en estos tejidos amplia la posibilidad de ser considerado como un objetivo
para nuevas alternativas terapéuticas, por lo que en este estudio hemos determinado que WT1
desempefia un rol como supresor tumoral en la piel sana en comparacion con las neoplasias
de sarcoide y melanomas, generamos una asociacion entre las variantes de color de capa 'y
las variantes clinicas de neoplasias de sarcoides y melanomas con sus principales hallazgos
histopatologicos y sugerimos que PPAR B/6 puede ser considerado como un marcador de
agresividad por medio de inmunohistoquimica en estas neoplasias, cuantificamos y
correlacionamos las variantes que determinan la expresion alternativa de WTT1 en las cuales
se incluyeron su expresion total, las variantes de corete y empalme alternativo, KTS (+/-), 17
AA (+/-), la metilacion de las islas CPG en el primer exon y la expresion de PPAR /6 por
RTgPCR en tejidos de piel sana, sarcoide y melanoma. No encontramos una relacion entre
los mecanismos de corte y empalme alternativo con la generacion de neoplasias, pero si una
correlacion negativa en la expresion de WT1 con respecto a PPAR /3 en los tumores, cuyo
mecanismo pudiese interferir con la region metilante en las islas CPG en el promotor de
WTI, limitar su expresién y como consecuencia atenuar su funcion como supresor tumoral

en las neoplasias de sarcoides y melanomas en equinos.
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ABSTRACT

Wilms tumor 1 (WT1) gene expression has been described in various neoplasms, such as
melanoma in humans and other species, due to its molecular characteristics it is considered
an important therapeutic target in equine species, however, its molecular functions are not
elucidated. Furthermore, our findings suggest a role of WT1 as a tumor suppressor in healthy
skin, as well as a possible interaction with peroxisome proliferator-activated receptor
beta/delta (PPAR B/9d) in sarcoid and melanoma neoplasms, which are cutaneous neoplasms
that demand important clinical, social and economic interest. Knowing the molecular
behavior of WT1 in these tissues expands the possibility of being considered as a target for
new therapeutic alternatives, so in this study we have determined that WT1 plays a role as a
tumor suppressor in healthy skin compared to sarcoid neoplasms and melanomas, we
generated an association between layer color variants and clinical variants of sarcoid
neoplasms and melanomas with their main histopathological findings and determined that
PPAR B / & can be considered as a marker of aggressiveness by means of
immunohistochemistry in these neoplasms, we quantified and correlated the variants that
determine the alternative expression of WT1 in which its total expression, co-terminus and
alternative splicing variants, KTS (+/-), 17 AA (+/-), methylation of CPG islands in the first
exon and the expression of PPAR 3/ 6 by RTqPCR in healthy skin, sarcoid and melanoma
tissues were included. No relationship was found between alternative splicing mechanisms
and the generation of neoplasms, but a negative correlation was found in the expression of
WT1 with respect to PPAR B/0 in tumors, whose mechanism could interfere with the
methylating region in the CPG islands in the WT1 promoter, limiting its expression and
consequently attenuating its function as a tumor suppressor in sarcoid neoplasms and

melanomas in equines.
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1. INTRODUCCION

El melanoma es uno de los tumores cutdneos que mas se presentan en los equinos, junto con
el sarcoide constituyen el 95% de las neoplasias cutaneas en el caballo, estos tumores tienden
a generar lesiones de interés clinico, que con el tiempo deterioran las condiciones fisioldgicas
de los equinos, los estudios realizados en caballos actualmente han tenido mayor relevancia
por su interés econdmico, social y afectivo, por lo que convierte este problema en uno de los
desafios mas frecuentes de enfrentar para los veterinarios. En humanos, el melanoma esta
regulado por el gen WT1 (Wilm's tumor protein- 1), cuyo gen ha sido descrito como un gen
con una funcién dual de acuerdo con el contexto bioldgico en el que se encuentre, se le ha
atribuido una funciéon como oncogén, con una alta expresion en células cancerosas. A
diferencia de humanos, en los equinos no se ha encontrado sobre expresado en neoplasias de
sarcoide y melanoma, sin embargo, estd presente en piel normal, sangre y rifién, lo que
sugiere que en la piel sana de los equinos pudiese estar actuando como un gen supresor de
tumores. En células de melanoma humanos y melanoma murino, se ha asociado la sobre
expresion de los genes PPAR /6 (Receptores Activados por el Proliferador de Peroxisomas
beta / delta) con una modulacion negativa del gen WT1, es importante destacar que existen
diferentes mecanismos de regulacion en la expresion del gen WT1, como la regulacion
epigenética en el encendido y apagado de la expresion a través de procesos interconectados,
asi como factores de transcripcion y proteinas asociadas, ademas de procesos
postranscripcionales que afectan la traduccion y la estabilidad del ARNm de WT1. Entre
estos procesos se incluyen el corte y empalme, y la utilizacion de codones de inicio
alternativo durante la traduccion. Cabe considerar que los procesos de metilacion influyen en
las interacciones entre el ADN y las proteinas, pudiendo alterar su estructura y como
consecuencia, la expresion génica. Dilucidar qué mecanismos de regulacion negativa limitan
la expresion y funcion de WT1 en neoplasias de melanoma, en comparacion con la piel sana

y sarcoide, podria permitirnos determinar el rol bioloégico de WT1 en la piel sana del equino.



2. ANTECEDENTES

2.1 Cancer

El cancer se describe como la proliferacion de células de forma descontrolada, que tiene
como consecuencia la generacion de neoplasias, una neoplasia es una masa anormal de tejido,
donde el crecimiento de esta neoplasia excede sus limites ademas de ser descoordinada en
relacion con los tejidos normales adyacentes a ella, las neoplasias son persistentes de forma
excesiva, aun después de terminar el estimulo que ha provocado el cambio en el tejido, El
término cancer se deriva de la palabra griega karkinos, o cangrejo, por su apariencia "similar
aun cangrejo" de los vasos sanguineos en los tumores (Knottenbelt ef a/.,2015). No obstante,
en los ultimos afos se ha profundizado mas sobre el estudio de estos cambios, y se ha
propuesto al céncer como un engaflo a un sistema multicelular cooperativo, esto es
fundamentado debido a que existen fendmenos similares al cancer a lo largo del arbol de la
vida que rompen las caracteristicas centrales de una multicelularidad efectiva. Los
fundamentos a nivel de la multicelularidad efectiva estan compuestos por 5 mecanismos
celulares que son: Inhibicion de la proliferacion, muerte celular controlada, asignacion de
recursos, division de recursos, division del trabajo, crecimiento y mantenimiento del entorno
extracelular. Cuando estos rasgos celulares que componen la funcionalidad efectiva de un
sistema de cooperacion multicelular se desorganizan, se conduce a los siguientes cambios:
proliferacion incontrolada, supervivencia celular inapropiada, monopolizacion de recursos,
diferenciacion desregulada y degradacion del medio externo celular (Figura 1). (Aktipis et

al., 2015).
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Figura 1. Fundamentos de la multicelularidad. Fundamentos (pentdgono interno) y sus caracteristicas frente
al cancer (pentagono externo), que cambian estrechamente ante el engafio de los fundamentos de la
multicelularidad efectiva (Circulo externo). (Traducido y modificado de Aktipis et al., 2015).

Es importante mencionar que, la oncologia comparativa permite identificar cambios
relacionados con el cancer y la progresion individual en organismos no humanos. Los
animales parecen ser mas propensos a desarrollar cancer en comparacion con otras formas
de vida multicelular, sin embargo, los datos podrian estar influenciados por factores de
muestreo. Sobresalen 4 hipdtesis sobre el hecho de que los animales pueden ser mas
susceptibles al cancer, como son: 1. Tasas metabdlicas més altas; el metabolismo acelerado
de los animales podria aumentar el riesgo de céancer, al hacerlos mas vulnerables a la
asignacion desigual de recursos y al engafio en la division del trabajo celular. Ademas, un
metabolismo mas rapido podria dafiar directamente el ADN y aumentar la probabilidad de
mutaciones cancerigenas (Boddy et al., 2020). 2. Mayor numero de células proliferativas; En
comparacion con otras formas de vida multicelular, los animales adultos pueden tener una
mayor cantidad de células en division en tejidos epiteliales e inmunes. Esta mayor actividad
celular podria incrementar la probabilidad de errores durante la replicaciéon del ADN vy, por
lo tanto, el riesgo de cancer; 3. Sistemas circulatorios complejos: Los animales poseen
sistemas circulatorios que transportan tantas células como recursos. Esta caracteristica, si
bien esencial para su funcionamiento, también facilita la propagacion de células cancerosas

a través del cuerpo, aumentando la susceptibilidad a la metéstasis en comparacién con



organismos que solo transportan recursos. 4. Mecanismos de supresion del cancer: Si bien
los animales comparten algunos mecanismos de supresion del cancer con otros organismos
multicelulares, como la apoptosis y la vigilancia inmune, estos podrian no ser suficientes para

contrarrestar los factores que aumentan su susceptibilidad al cancer (Boddy et al., 2020).

2.2 Metastasis

La metastasis es la capacidad que adquieren las células tras su invasion a otros tejidos, se
describe en cuatro ejes principales que son: Estimulo inicial, transformacion epitelial-
mesenquimal mediado por una sefializacién, propagacion linfatica y hematologica y
finalmente la implantacion. En cada uno de estos procesos existen mecanismos moleculares
controlados por las células tumorales, la metéstasis es una enfermedad compleja y sistémica
que se desarrolla a partir de la interaccion entre las células tumorales y sus microambientes,
tanto cercanos como lejanos. Estos cambios locales y sistémicos estan asociados al sistema
inmunitario conocido como vigilancia inmunolédgica y juegan un papel crucial en el
desarrollo de la metastasis, ya sea limitando o permitiendo su funcién. Si bien las respuestas
inmunitarias antitumorales suelen eliminar la mayoria de las lesiones primarias y las
metastasis tempranas, ciertos factores segregados por el cancer o las células estromales en el
tumor primario pueden movilizar y activar células en organos distantes, favoreciendo el
crecimiento de células cancerosas diseminadas en lesiones macro metastasicas (Aleckovic et

al., 2019). (Groom & Sullins, 2017).

2.3 Cancer en equinos

En los equinos, la ubicaciéon mas comun de neoplasias es la piel, existen muchos tipos de
tumores, sin embargo, dos de los tumores primarios mas sobresalientes que encabezan la
literatura son los sarcoides y los melanomas. Estos dos tumores constituyen mas del 95 % de
las neoplasias cutaneas en el caballo, el resto incluye carcinomas de células escamosas,
papilomas, granulomas y multiples neoplasias poco estudiadas. Debido a su incidencia poco
comun, el resto de las neoplasias no cutaneas en el caballo estdn encabezadas por varias
formas de linfoma, carcinoma de células basales, hemangiosarcoma y mastocitoma
(Knottenbelt et al.,2015). En cuanto a la presentacion de melanomas y sarcoides en caballos,

debido a la visualizacion y el aspecto que tienden a caracterizarlos, han llevado a la creencia



de su existencia en un contexto de indole benigno, este hecho, sin embargo, es un obstaculo
que limita el progreso terapéutico, diagndstico y como consecuencia el buen prondstico de
los pacientes, asi como el estudio de nuevas alternativas terapéuticas de forma significativa.
Todas las presentaciones de estas neoplasias pueden progresar a prondsticos muy
desfavorables, algunas lesiones de neoplasias cutaneas superficiales no llegan a tener un
efecto inmediato sobre el rendimiento de los caballos, sin embargo, existe un riesgo potencial
en la exacerbacion como en el aumento de neoplasias, en el caso de los sarcoides no existe
el riesgo metastasico en comparacion con el melanoma pero si suele ser muy agresivo a nivel
local, llegando a limitar funciones vitales importantes (Funiciello & Roccabianca, 2020). Por
otra parte, la localizacion de lesiones y su apariencia pueden perjudicar el valor monetario de
los caballos debido a la tendencia a la exacerbacion, la cual tiende a ser variable en cuanto al
tiempo. El reconocimiento de ambas neoplasias genera complicaciones debido al amplio
espectro de lesiones que generan, lo cual las vuelve irreconocibles en algunas ocasiones, estas
variables estdn incluidas en su presentacion clinica, morfolégica e histopatologica

(Knottenbelt et al.,2015).

2.4 Anatomia y fisiologia de la piel en equinos

La piel es la cubierta externa de cuerpo y constituye del 15 % al 20 % de la totalidad en masa
del organismo, varia de acuerdo al sitio y las diferentes razas equinas, existen algunas
diferencias significativas en el caballo, por ejemplo que en particular es bien dotada de
glandulas sudoriparas ya que el caballo suda més facilmente, estas glandulas se distribuyen
en diferentes patrones a diferencia de otras especies, estd compuesta por dos estratos que
cumplen diferentes funciones, la epidermis se compone por epitelio estratificado que crece
de forma continua hacia un proceso de descamacion, la dermis por otra parte estd compuesta
por tejido conectivo denso que sostiene mecanicamente a la piel ddndole resistencia y espesor
(Knottenbelt & McGarry, 2009). Més profundo a la dermis se encuentra la hipodermis cuyo
estrato contiene cantidades variables de tejido adiposo, otros componentes de la piel son los
anexos cutaneos, entre ellos se encuentran los foliculos pilosos, pelo, glandulas sudoriparas,
glandulas mamarias y glandulas sebaceas (Figura 2). La epidermis estd constituida por

queratina que recubre la parte externa de la piel y actiia como barrera, las células cornificadas



son de espesor variable sumamente insolubles al agua y son la consecuencia de la

diferenciacion celular de los queratinocitos.

Queratina

Células cornificadas

Queratinocito
Epidermis
Célula de Langerhans
Melanocito

Células de Merkel
(sensitivas)

Membrana basal

/ Fibroblastos dérmicos 4

Terminacién nerviosa

Dermis

Hipodermis

Figura 2. Estructura morfologica de la piel y sus componentes: Ep: epidermis, De: dermis, FP: foliculo piloso,
GS: Glandula sudoripara, TA: Tejido adiposo, VS: vasos sanguineos. (Obtenido de la red y modificado de
(Ross, & Pawlina 2015).

Los queratinocitos componen la capa mas grande del estrato basal debido a las multiples
divisiones. Las células de Langerhans funcionan en los procesos inmunitarios y constituyen
del 2% al 15% de las células epidérmicas, los melanocitos son células que se generan a partir
de la cresta neural en la embriogénesis, las precursoras de estas células migran y se dispersan
en el estrato basal de la epidermis, producen pigmento a partir de la generacion de la
eumelanina y la feomelanina cuyo biopolimero es derivado a partir de la oxidacion de la
tirosinasa en el aparato de Golgi, los melanocitos forman un complejo llamado unidad
melanoepidérmica donde una célula melanocitica se asocia a una cantidad variable de
queratinocitos a los cuales por medio de vesiculas dona el pigmento por exocitosis, gracias a
este complejo la piel tiende a adquirir su tono visual (Ross, & Pawlina 2015). Las células de
Merkel son células dendriticas sensitivas también localizadas en el estrato basal y se conectan
intimamente con las terminaciones nerviosas. En la region llamada protuberancia folicular
que reside en los foliculos pilosos existe un fondo comun de melanoblastos indiferenciados
(citoblastos melanociticos) y es regulada por la expresion de genes que son Factores de

Transcripcion de Caja Pareada (PAX3). Pax3 activa la expresion de Factores de



Transcripcion de Macroftalmia (MITF), quienes desarrollan la melanogenia, estos
melanocitos conservan la capacidad de duplicarse durante toda su vida solo que a velocidad
mas lenta. BcL2 es esencial en los citoblastos melanociticos pues mantienen la poblacion
dentro de un nicho de prominencia en el foliculo, su baja expresion genera apoptosis de los
melanoblastos y disminucion de la cantidad de melanocitos (Ross, & Pawlina 2015). La
dermis superficial estd compuesta por dos capas, la primera y mas superficial se compone de
finas y sueltas fibras de colagena, contraste a la dermis mas profunda que se compone por
fibras més densas, de acuerdo al sitio anatémico varia su grosor, la dermis es mas delgada en
los parpados del caballo, la porcion medial de los muslos y axilas, en el cuello, en los gltteos
y la region sacra presenta una tercer capa de fibras de coladgena entrelazadas con finas fibras
elasticas y reticulares, las células fibroblasticas comprenden la mayor parte de los
componentes celulares de la dermis y son los responsables de secretar la matriz extracelular,
es comun la presencia de mastocitos, fagocitos, células de Langerhans y linfocitos, incluso
puede haber presencia de neutréfilos que se distribuyen ocasionalmente en la dermis normal.
La dermis esté constituida de colageno tipo I y tipo III, asi como fibras de elastina y reticulina,
glucosaminoglicanos, sulfato de dermato y 4cido hialuronato que son sintetizados por los
fibroblastos dérmicos influenciados por el catabolismo y factores endocrinos (Ross, &

Pawlina 2015).

2.5 Melanoma equino

El melanoma se presenta en varias especies, incluyendo humanos y perros, es considerada
una enfermedad grave que conforme pasa el tiempo su pronodstico clinico se vuelve mas
reservado, en los equinos su comportamiento es diferente a otras especies, esta neoplasia se
caracteriza por ser de crecimiento lento, generalmente aparece como nddulos tnicos o
multiples en 4reas especificas y crecen lentamente a lo largo de los afios, teniendo la
capacidad de permanecer inactivos por periodos prolongados. Afectan de forma negativa las
funciones organicas por competencia de espacio e invasion, ademds de alterar la
funcionalidad orgénica, alteran funciones importantes como la vision, la alimentacion, la
respiracion, la defecacion y la miccion y esto depende directamente de su punto de ubicacion.
Los melanomas en equinos representan hasta el 15% de todos los tumores de piel en caballos,

siendo mas comunes en caballos de capa gris de edad avanzada, donde la prevalencia se



encuentra mas alla del 80%, se presentan como masas esféricas firmes, de color variable,
unicas, multiples o unidas, que generalmente aparecen en la piel y el tejido subcutaneo de la
region perineal y pardtida, la parte inferior de la cola, el prepucio, la vulva y los labios.
Pueden volverse malignos y extenderse a través de los vasos linfaticos, la sangre, localmente
por crecimiento o la combinacion de estas vias (Billi, et al 2021). Las células que generan
los melanomas son los melanocitos que se originan a partir de células dendriticas que derivan
de los melanoblastos neuro ectodérmicos que han migrado a la epidermis, la dermis y
diferentes sitios durante el desarrollo en la embriogénesis, producen melanina en forma de
pigmento que le da la tonalidad a la piel, los ojos y el pelo, la caracteristica oscura le da la
capacidad de absorber la luz UV y asi impide que pase hacia la hipodermis, generando una
barrera de proteccion contra los efectos nocivos de la radiacion solar (Phillips & Lembcke,
2013). La transformacion maligna que adquieren los melanocitos genera las neoplasias y la
causa aun no es determinada completamente, por lo que se han asociado algunos factores de
riesgo como las mutaciones genéticas, ademas de las asociaciones con el color del pelaje gris
y el aumento a la exposicion de la luz UV. En el caballo, la prevalencia de melanoma tiende
a ser considerablemente mas alta con relacion a otras especies y con un gran impacto
econoémico (Phillips & Lembcke, 2013). Los melanomas en caballos pueden ser benignos o
malignos; el melanoma, cuando es benigno se conoce como melanocitoma, sin embargo,
suele ser confusa la clasificacion, algunas neoplasias benignas se han clasificado como nevos,
lo que en humanos es equivalente a lunares (Groom & Sullins, 2017). Sin embargo, se
considera que del 14 % al 66% de estas neoplasias pueden evolucionar y generar metastasis,
convirtiéndose en malignas (Hollis, 2024). Se han sugerido cuatro categorias incluyendo una
forma de nevo: Nevo melanocitico, Melanoma dérmico, Melanomatosis dérmica, y

Melanosarcoma (Figura 3).
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Figura 3. Diferentes nomenclaturas de las variantes de melanomas en equinos. (modificado de Knottenbelt

et al.,2015).

Ademas, se descubrieron tres tipos de nevos adicionales, este tipo de nevos llegaron a mostrar
similitudes con algunos subgrupos de nevos que se encuentran en pacientes humanos y que
raramente se llegan a encontrar en equinos (Knottenbelt ez al.,2015) (Groom & Sullins, 2017)
(Metcalfe et al. 2013). Estos nevos adicionales son: nevo melanocitico comun intradérmico,
nevo azul celular, nevo azul celular combinado.

Existe un sistema de clasificacion clinica en el cual se proponen 5 grados y se estima que
estas neoplasias progresan hasta 0.3 grados por afio (Tabla 1), (Hollis, 2024).

Tabla 1. Clasificacion de los grados de melanoma y sus caracteristicas clinicas. (Modificado de Hollis,
2024).

Clasificacion propuesta para el grado de melanoma

Grado de enfermedad Descripcion

0 Sin presencia de melanomas.

1 Etapa inicial, forma de placa, nddulo tinico, < 0.5 cm en ubicacion
tipica.

2 Multiples nédulos de 0.5 cm o un simple nodulo > 2 ¢cm en una
localizacion tipica.

3 Uno o varios nodulos > Scm intra o subcutaneos, en lugares tipicos
o en los labios.

4 Nodulos melanociticos confluentes, extensos, con necrosis y
ulcerados o metastasicos.

5 Excesivo crecimiento tumoral con superficies humedas y
ulceraciones.

A la generacion de las neoplasias, también se les ha atribuido un origen poligénico, en donde

se busca la expresion de diferentes genes que se expresan en melanomas humanos que



podrian ser utilizados como marcadores moleculares para el diagndstico, prondstico y
tratamiento, entre estos genes se encuentra el gen S-100, cuya proteina esta presente en las
células que se originan a partir de la cresta neural, cuyas células son; células de Schwann,
melanocitos, condrocitos, adipocitos, células mioepiteliales , células dendriticas, macrofagos,
y queratinocitos. La proteina S100 regula la fosforilacion de proteinas que son factores
transcripcionales, la homeostasis del calcio, actividades enzimaticas, crecimiento Yy
diferenciacion de las células, asi como la respuesta inmunoldgica. Otra proteina involucrada
es el antigeno nuclear de células en proliferacion (PCNA), es una proteina nuclear que se
sintetiza en las fases G1 y S, para favorecer la sintesis del ADN en el ciclo celular, esta
proteina es un cofactor de la ADN polimerasa delta, cuando el ADN se dafia es reubicada y
se integra a una via de reparacion (Garza, 2015). En los caballos tordillos, es la base genética
de su coloracion quien los vuelve predisponentes al desarrollo de neoplasias de melanoma,
esta coloracion es dada por una mutacidon que causa la duplicacion en un fragmento de 4.6
Kb en el sexto intrén del gen sintaxina-17 (STX17), esta mutacion genera una regulacion a
la alza, y como consecuencia la duplicacion de los melanocitos, también esta duplicacion
aumenta la expresion del gen NR4A3 (receptor nuclear 4-A-3) proteina que participa en la
diferenciacion y proliferacion celular que mejora la proliferacion de los melanocitos.

Conforme los melanocitos proliferan, progresivamente se agotan las rondas de crecimiento
por lo que se genera la despigmentacion capilar, caracteristica del pelaje blanco que
adquieren los caballos conforme su edad avanza, esta sobreproliferacion ademas predispone
a una transformacion neoplésica y al desarrollo de melanomas, el gen STX17 se encuentra
en los melanomas equinos y su expresion aumenta conforme el tumor es mas agresivo,
cualquier caballo de color base con STX17 en un alelo o ambos, tendra la tendencia a que su
pelo sea blanco o motas de pelo gris. La proteina de sefializacion Agouti (ASP) que es una
antagonista de los receptores de melanocortina (MC1R), regula la sintesis de pigmento, al
reducir la activacion de (MC1R), ya que interfiere con la uniéon de la hormona estimulante
de alfa melanocitos (a-MSH), de acuerdo con lo anterior se considera que la proteina (ASP)
esta codificada por la proteina de sefializaciéon Agouti (ASIP) quien permite la sintesis de
pigmento capilar negro (eumelanina). Los caballos con alelos recesivos mutantes no tienen
una inhibicidon normal de (a-MSH). Por lo tanto, la activacion no restringida de MC1R que

es impulsada por la mutacion de ASIP puede aumentar el riesgo de melanoma (Hollis, 2024).
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La mutacion de ASIP aumenta el grado de melanoma 0.38/5 en homocigotos que aquellos
sin la mutacion, lo que teéricamente significa que, las bases genéticas del color constituyen
un factor de riesgo en el desarrollo de melanomas, de acuerdo con los colores de capa, se
consideran de mayor a menor riesgo: el tordillo, alazan, colorado y negro respectivamente.
La prevalencia en cuanto a las razas pertenece a un 68% Carmargue, 75% Lipizanos y 100

% la pura raza espanola (PRE) (Hollis, 2024).

2.6 Sarcoide equino

El sarcoide equino es un tumor cutaneo que se presenta con mayor frecuencia y es generado
a partir de células fibroblasticas y los queratinocitos epidérmicos, es considerada una
neoplasia no metastasica, invasiva en forma local y de etiologias multifactoriales, la
castracion en potros es considerado un factor predisponente, asi como el trauma, se ha
reportado también la existencia de la evolucion neoplasica espontanea. La mayoria de los
caballos afectados suelen ser menores a 6 afios, sin embargo, los caballos mayores son
potencialmente predisponentes a desarrollar lesiones. Las lesiones involucran invasion local
de la dermis, y tejidos subcutaneos, algunos resultan en ulceracion y cuando las lesiones se
encuentran cerca de los parpados y ojos perjudican la vision (Semik-Gurgul, 2020). Existe
evidencia que involucra la causa mediada por la presencia del virus del papiloma bovino
perteneciente al género de los deltas papilomavirus, la transcripcion viral en sarcoides se
asocia de forma directa a los virus del papiloma bovino tipo I y I (VPB-1'Y VPB-2) (Semik-
Gurgul, 2020), (Munday et al., 2024). Al ingresar a la célula, los genes tempranos (E)
codifican a las proteinas no estructurales y los genes tardios (L) a las proteinas que le dan
estructura a la capside viral. El gen E1 regula la replicacion de los virus y el gen E2 regula la
transcripcion viral, los genes E4 codifican proteinas citoplasmaticas y los genes ES, E6 y E7
desempefian un papel importante para la transformacion de las células neoplasicas (Semik-
Gurgul, 2020). El principal mecanismo latente a la presentacion de la carcinogénesis del VPB
es la union entre la proteina ES y el receptor del factor de crecimiento beta derivado de
plaquetas (PDGFB-R). formando un complejo estable entre la proteina y el receptor, la
dimerizacion entre ambos genera la activacion, reclutamiento de sefializaciones celulares y
de proteinas proliferativas. Se ha demostrado la presencia de las dos proteinas en los

sarcoides, ademads de la evidencia de la fosforilacion por receptores, la expresion de la via
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molecular P13K-AKT-Ciclina D3 (la cual en humanos se relaciona su desregulacion con la
progresion del ciclo celular en una variedad de neoplasias), ademas de la activacion de
algunos factores de transcripcion especificos, una activacion de PDGFB-R que activa a su
vez a la proteina quinasa activada por mitdgenos MAPK p38, involucrada en procesos como
el ciclo celular, motilidad celular y un comportamiento invasivo (Knottenbelt ef al., 2015).
Los sarcoides tienen la capacidad de invadir localmente la dermis y el tejido subcutdneo y
estd demostrado que la expresion de genes virales aumenta la expresion de los genes de la
metaloproteinasa de matriz, como sucede en el Virus del papiloma humano (HPV-8) por el
oncogén E7 que se asocia con la invasion de queratinocitos, en los tejidos de sarcoides en
equinos se piensa que es similar por la infeccion del HVP-1 y su expresion viral génica, esta
invasion estd asociada a la sobreexpresion de los genes de las metaloproteinasas de matriz
(MMPs-2,9y 14) y el gen inhibidor de la metaloproteinasa TIMP-2 que inducen a la invasion
de los fibroblastos y los niveles aumentados de colageno tipo I y tipo III. Las heridas que
normalmente cicatrizan contienen colageno tipo III con muchos miofibroblastos. En los
procesos de cicatrizacion patoldgica donde la caracteristica es queloide, las cicatrices
consisten en haces de coldgena tipo [ y III con poca cantidad de miofibroblastos. La matriz
extracelular (ECM) esta involucrada en la produccion y degradacion de colageno por lo que
un desequilibrio en ECM y una anormal expresion de los genes MMPs y TIMP-2 juegan un
papel crucial en la patogénesis de los sarcoides (Semik-Gurgul 2020). En caballos, se ha
reportado que la cadena pesada del MHC-1 es inhibida desde la transcripcion ademas de la
retencion intracelular del MHC-I en los fibroblastos de caballos por la proteina E5, evadiendo
asi la inmunovigilancia. La proteina E6 es ademas un factor transcripcional con la capacidad
de inhibir la funcidon de P53 al interferir con un coactivador de transcripcion CBP/p300, por
lo que esta proteina puede llegar a tener una actividad anti apoptética, al interferir con el
sistema de sefales antiproliferativas normales de las células (Knottenbelt et al., 2015),
(Semik-Gurgul, 2020). En funcién de su apariencia morfoldgica y localizacion, el sarcoide
se puede clasificar en 7 formas distintas, de las cuales dos cuentan con subcategorias, en
principio el nombre asignado corresponde al tipo de neoplasia tnica, cuando se encuentran
mas de dos, o dos neoplasias donde no existe un tipo predominante se clasifica como una
neoplasia mixta (Figura 4). Los caballos individualmente pueden llegar a presentar varios

tipos diferentes al mismo tiempo. La variacion en la presentacion clinica significa que cada
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tipo de sarcoide tiene su propio conjunto de diagndsticos diferenciales (Knottenbelt et al.,

2015), (Munday et al., 2024).
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Figura 4. Variantes clinicas del sarcoide equino y sus sub-diferenciaciones. (modificado de Knottenbelt et al.,2015),
(Munday et al., 2024).

2.7 Gen WT1 y sus mecanismos de expresion diferencial

El gen WT1 codifica una proteina con un dominio N-terminal involucrado en interacciones
con el ARN y otras proteinas, este dominio es un factor de transcripcion que se encuentra
involucrado en la proliferacion celular, diferenciacion y apoptosis en la que se involucra la
activacion o supresion de otros genes importantes en diferentes neoplasias. Esta proteina
posee un dominio carboxilo-terminal (C-Terminal) importante para la interaccion con el
ADN el cual se une a las dianas del ADN a través de 4 dedos de zinc, Ademas estos dedos
de zinc tienen la capacidad de interactuar con el ARN y otras proteinas. Estos procesos
moleculares son cruciales ya que dan origen a diferentes funciones y como consecuencia la
generacion de diferentes isoformas. Las isoformas de WT1 son creadas a través de una
combinacion de sitios de inicio de traduccion y la edicion, el primer sitio de edicidon ocurre
en el exdn 5y genera una region de 51 pares de bases que codifica a 17 aminoacidos (17AA),
el segundo se da entre los exones 9 y 10, entre el tercer y cuarto dedo de zinc y codifica una

secuencia pequena de tres aminoacidos, KTS (Lisina, Treonina y Serina). La combinacioén
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de la presencia (+) o ausencia (-) de las regiones 17AA y la region KTS genera cuatro
isoformas distintas, estas isoformas fueron denominadas (WT1-17AA + KTS +), (WT1-
17AA — KTS +), (WT1-17AA + KTS —) (WT1-17AA — KTS -) (Toska & Roberts, 2014),
(Hastie, 2017), (Zhang et al., 2020), (Wang et al., 2023), (Davies et al 2000). WT1 puede
actuar como activador transcripcional o como represor, en los dominios que van desde los
aminoacidos 71-101 actia como regulador represor y en el dominio 180-250 actia como
activador, en lineas celulares se ha demostrado que WT1 cumple funciones de interaccion
con coactivadores, correpresores y otros factores transcripcionales, incluyendo a P53
(TRP53) que es un gen supresor de tumores el cual regula la division celular y la apoptosis
(Hastie, 2017). WT1 genera proteinas de diferentes pesos moleculares, el gen de WT1 tiene
3 sitios en los cuales se inicia la transcripcion que dirigen la sintesis de proteinas con pesos
moleculares diferentes, generando asi una proteina tipica de 54 kDa, una de mayor de 62 kDa
y una pequena 36 kDa (Hastie, 2017). Otro mecanismo de expresion diferencial de WT1 es
un proceso de metilacion, este mecanismo se genera con motivo de una reacciéon quimica que
consiste en la union de grupos metilo a moléculas del ADN y otras proteinas, en el ADN
puede afectar la expresion génica y de proteinas, asi como su estructura y funcion, tiene
mucha relevancia en procesos de enfermedad, la mutacion de WTI lleva a la mutacion de
genes que codifican proteinas de la familia Tet metilcitosina dioxigenasa (TET) incluyendo
TET2 e IDH 1 y 2 (Proteinas isocitrato deshidrogenasa I y II ), son esenciales para la
conversion de la 5-Metilcitosina (SmC) en el genoma a 5-Hidroximetilcitosina (5ShmC), lo
que conlleva a una mayor expresion génica, WT1 recluta a TET2 para dirigirse a los genes y
asi activar su expresion, por lo que se piensa que funcionan en la misma via, la pérdida de
funcién de WT1, TET2 y TET3 reduce la producciéon de (ShmC) y como consecuencia una
alteracion en la expresion sobre las islas CPG en el promotor de WT1 localizadas en el primer

exon (Figura 8).(Hastie, 2017).
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Figura 8. Variantes de expresion diferencial de WT1. Se identifican las regiones de las multiples isoformas
de WTI, asi como los sitios de inicio de transcripcion de las proteinas de diferentes pesos, regiones de
translacion, adicion y eliminacion (Wagner & Wagner, 2020) (Hastie, 2017).

2.8 Gen WT1 y sus funciones

El gen del Tumor 1 de Wilms (WT1) fue identificado por vez primera en 1990 por Max
Wilms, (Hastie 2017) como un gen candidato a la fuerte predisposicion del tumor de Wilms,
también conocido como nefroblastoma. Es un gen con mucha riqueza molecular y
versatilidad, biologicamente es muy util ya que cuenta con diferentes actividades de acuerdo
con el contexto en el que se encuentre, ya sea durante el desarrollo, enfermedad o su
participacion en procesos neoplasicos (Hastie, 2017). WT1 cumple una funcidén importante
en el desarrollo y la homeostasis en distintos tejidos y érganos, sin embargo, su mutacion
puede conducir a la enfermedad (Hastie, 2017), se expresa en una variedad de tumores y
neoplasias en niveles muy altos por lo que muchas terapias inmunitarias se han tratado de
dirigir a sus epitopos. Se expresa en una gama amplia de tumores que derivan de diferentes
tejidos, como lo son: Tejido epitelial mesenquimal, hematopoyético y neuronal, por lo que
se le atribuye un rol dual como oncogén y como supresor tumoral. Su funcionalidad es
importante y se ha utilizado como un blanco terapéutico en neoplasias como melanoma en
humanos y en otras especies, en los mamiferos se ha demostrado que estd conformado hasta

por 10 exones en donde potencialmente pueden llegar a existir hasta 36 isoformas diferentes,
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sin embargo, todas las isoformas incluyen cuatro dedos de zinc similares, estos dedos de zinc
pertenecen a la familia (SPI) que son un grupo de factores transcripcionales de dedos de zinc
en los dominios con extremo C-terminales altamente conservados. Participa en el
metabolismo del ARN con funciones de regulacion post transcripcionales y juega un papel
importante como regulador transcripcional dicotomico de genes especificos e interacciona
en sociedad con otras proteinas y genes importantes (Toska & Roberts, 2014). En un contexto
oncogénico, la eliminacion de la proteina WT1 por medio de oligonucledtidos anti sentido
genera como consecuencia el aumento de la apoptosis de las células cancerosas y la detencion
del ciclo celular en la fase G1, en este sentido se demostrdé que WT1 esta regulado de forma
transcripcional en altos niveles bajo las condiciones de poco oxigeno por el factor inducible
por hipoxia (HIF), ademas WTI tiene un importante papel en la angiogénesis tumoral y la
vascularizacion, regulando el nivel de las isoformas anti angiogénicas del factor de
crecimiento endotelial vascular (VEGF), también, se han generado vacunas peptidicas que
reprimen el crecimiento de los tumores de leucemia, pulmén y cancer de mama dirigidas a
WT]1 (Toska & Roberts, 2014). Como supresor tumoral WT1 se encuentra mutado de forma
puntual entre los dedos de zinc 2 y 3 en el sindrome de Denys y Drash, una enfermedad
genética que es caracterizada por generar nefropatias, tumor de Wilms y anomalias genitales,
esta mutacion genera proteinas truncadas y aminodacidos sustituidos que actuan de manera
negativa y de forma dominante inhibiendo la funcion de la proteina tipica de WT1 expresada
en el alelo restante, en este contexto WT1 es capaz de inducir la supresion del crecimiento
celular y la carcinogenicidad, para comprobar esta funcion de WTI1, McMaster y
colaboradores en 1995 introdujeron de forma estable la isoforma WT1 KTS (+) en células
G401, cuya células son derivadas de una linea celular tumoral de ridén ausente de WT1
enddgeno, en este estudio provocaron una alteracion en la morfologia celular y redujeron la
formacion de tumores en ratones a timicos desnudos (McMaster et al 1995), (Yang et al.,
2007). WT1 actlia como represor y activador en los procesos transcripcionales. Las proteinas
PINCH1 (Nueva Proteina Rica en Cisteina-Histidina 1) y LIMS1 (dominios similares al
antigeno celular senescente 1) las cuales son factores de union que interactuian con WT1 y
ademas son capaces de regular su actividad transcripcional, LIMSI1 ejerce una funcioén
adaptadora que se expresa en podocitos, al interactuar con WT1 reprime la expresion del gen

Podxl (proteina 1 similar a la podocalixina) cuya funcion esta relacionada directamente con
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la adhesion y la migracion de células. Por otra parte, la proteina de reclutamiento de
membrana AMER1 o WTX (supresor tumoral de wilms en el cromosoma X) también tiene
la capacidad de modular la actividad transcripcional de WT1 en la que mejora la activacion
transcripcional de la anfiregulina (AREG), cuya proteina regula el crecimiento celular y la
inflamacioén en un contexto de dafio celular y cancerigeno. WT1 también desarrolla una
funcion como cofactor transcripcional, tras existir dafio en los podocitos, la proteina WTIP
(proteina de interacciéon con WT) es expresada en las uniones celulares sobre la superficie
celular, sin embargo, se desplaza al niicleo en donde interactia con WT1, estd interaccion
genera una represion transcripcional en la que WT1 actua como correpresor en la lesion de
podocitos (Figura 5), en cuanto a este mecanismo se sugiere que la proteina WTIP monitorea
el dafio en los podocitos y mantiene su integridad, no esta claro si existe un papel intermedio
para WT1 en citoplasma, lo que si se sabe es que WT1 puede interactuar con diferentes socios

sobre la periferia celular como a nivel nuclear (Toska & Roberts, 2014).

Represion:
Interactia con factores transcripcionales y
genera complejos correpresores

TERE

Figura 5. Representacion grafica de la funcién de WT1 como represor transcripcional. Mecanismo en

conjunto con otros factores transcripcionales. (modificado de Hastie 2017).

Durante la regulacion transcripcional WT1 interactiia con P53 generando estabilidad a través
de la unién con los dedos de zinc, este mecanismo mejora la apoptosis en el dafio celular por
radiacion UV (Figura 6). P53 por su parte también tiene la capacidad de unirse a los dedos
de zinc de WT1 y reducir la capacidad transcripcional al disminuir su unién al ADN, lo que
sugiere que la union de WT1 a proteinas como P53 estd vinculada a una respuesta al

desarrollo de tumores y al estrés. Lo que no esta claro es si este mecanismo requiere el
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reclutamiento de WT1 en la region promotora de acuerdo con las necesidades de P53, sin
embargo, es relevante sobre todo en funcion de las proteinas de WT1 que carecen del dominio
de union al ADN mutadas (Toska & Roberts, 2014). En el metabolismo del ARN, WTI
también tiene un papel fundamental, en algunas motas nucleares, se descubri6 la isoforma
WT1 KTS + con antigenos Sm (ribonucleoproteina nuclear pequeia), estd presencia de WT1
en motas nucleares es una caracteristica que comparte con los factores de empalme y que
interactua con U2AF65 (regulador de empalme) cuyo factor es preciso para los sitios de corte
y empalme en el ARN pre mensajero, WT1 también es socio del factor de empalme WTAP
(proteina asociada a WT1), ambos localizados en motas. En este mismo sentido, KTS +
interactua con una proteina de uniéon al ARN y con RBM4 (proteina de motivo de unién al
ARN), por lo que es capaz de inhibir el efecto de RBM4 durante el empalme alternativo y
modular a través de sus interacciones el empalme alternativo (Figura 7). (Toska & Roberts,

2014).

Activacién

Union directa al ADN

se une a otros factores de transcripcion y
genera complejos coactivadores

THRE LS,

Figura 6. Funcion de WT1 como factor transcripcional. Mecanismo conjunto con un complejo coactivador.
(modificado de Hastie 2017).
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Regulacion postranscripcional
Estabilidad del ARN
unioén directa al ARN e interaccion directa con 3°’UTR del ARN

Rol potencial en el empalme y la traducciéon

o [ il

Figura 7. Funcién post transcripcional de WT1. En este mecanismo WTI actua como regulador de la
estabilidad en el ARN, asi como posiblemente en la degradacion, empalme y traduccion del ARN. (Modificado
de Hastie 2017).

2.9 WTI1 en equinos

Los estudios realizados previamente han detectado la expresion del gen WT1 en muestras de
rifion equino, piel sana y sangre; sin embargo, en melanoma su expresion por PCR es
negativa, contrario a lo que ha sucedido en otras especies. Por un analisis de Dot-Blot se
observo positividad en dos muestras de piel sana de equinos en las cuales se compar6 con
tejidos de melanomas en cuyas neoplasias el resultado fue negativo para la expresion de la
proteina de WT1. (Garza, 2015). Se detectd ademas la presencia de WT1 de forma basal en
diferentes estructuras de piel sana a través de un ensayo densitométrico por
inmunohistoquimica, en este mismo estudio y contrariamente a lo que se ha reportado en
humanos, no se encontré expresion de WT1 en neoplasias de melanoma de equinos (Rangel,
2017). En melanomas de caballos con distintos colores de capas, entre ellos el tordillo, y la
piel sana, se analizd la expresion de ARNm de WT1, concluyéndose que éste se expresa en
todos los componentes de piel normal del caballo, con una expresion mayor en las tonalidades
mas oscuras. Se demostré ademas que el ARNm de WT1 se expresa en el melanoma equino
y sus diferentes estadios, con una mayor expresion en las neoplasias menores a 2 cm?, asi
como en caballos de capas distintas al tordillo y en caballos jovenes de 1 a 4 afios, en
comparacion con los adultos mayores a 8 afos. Por inmunohistoquimica, se observaron
variaciones en la expresion de la proteina WT1 en la piel y el melanoma, estas variaciones
incluyen positividad en melanocitos de la piel sana con un patrén de tipo nuclear y

citoplasmatico; en cuanto a los melanomas, se observaron diferencias de expresion entre los
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estadios de las neoplasias, indicando que se manifiesta en periodos especificos durante el

desarrollo del melanoma (Marin, 2021).

2.10 PPAR beta delta

Se han estudiado otros mecanismos de expresion diferencial que tiene WTI1, en los que
sobresalen las interacciones con los receptores activados por el proliferador de peroxisomas
(PPAR) que son un grupo de receptores nucleares hormonales de los cuales se generan tres
isoformas distintas, estas isoformas son: PPARB/d (NR1C2) , PPARa (NR1C1), y PPARY
(NRIC3), los PPARs ejercen funciones diferentes que dependen de la distribucion en el
tejido, los cofactores y la disponibilidad de ligandos, se expresan principalmente en el higado,
corazon, rifidn, tejido adiposo marrdn e intestino, regulan la homeostasis energética que es
mediada por el catabolismo de acidos grasos y ademas estimulan la gluconeogénesis. Un
estudio demostré que PPARP/S se heterodimeriza con el gen X de retinoides (RXR) para
unirse a ligandos especificos y posteriormente regular la transcripcion de WT1 (Figura 9).

(Wagner & Wagner, 2020) (Zoete et al 2007).

= -

Figura 9. Mecanismo de PPAR p/6 en conjunto con el RXR. Dimerizacion de PPAR /5 y el RXR con
ligandos especificos al promotor para generar el complejo correpresor de la region de transcripcion. (Tafur,
2021) (Zoete et al 2007).
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En el melanoma humano se ha detectado una alta expresion de PPAR[/d en comparacion con
la piel sana, también se ha demostrado que la activacion de los PPAR con el uso de GW0742
Y GW501516, ambos agonistas de PPAR, inhiben la proliferacion de células de melanoma
tras la activacion, esta inhibicion es directamente debido a la represion transcripcional del
gen supresor de tumor de Wilms (WT1) por PPARP/S y los genes diana que se expresan rio
abajo de nestina y zyxina (Wagner & Wagner, 2020). (Michiels et al., 2010).

2.11 PPAR beta delta en equinos

Existe una caracterizacion del gen del receptor activado por proliferador de peroxisomas beta
delta de caballos (PPAR [3/8) cuya funcion principal es regular la f-oxidacion, acta sobre la
transformacion de las fibras musculares y la resistencia al esfuerzo extenuante, cuenta con
un dominio de dedo de zinc C4 y un dominio de unién a ligandos, cuyas estructuras
funcionales se encuentran bien conservadas en el caballo (Cho et al., 2015). Rangel en el
2017, compard la expresion de la proteina PPAR /3 en la piel sana de equinos y encontrd
que la proteina se encuentra expresada en sus diferentes componentes estructurales;
glandulas sudoriparas, glandulas sebéceas, foliculos pilosos, dermis y epidermis, en este
estudio también encontraron que existe una marcada inmuno expresion de PPAR /3 en
neoplasias de melanoma de quinos. Otro estudio realizado por medio de PCR en tiempo real
compard la expresion del ARNm PPAR B/6 en muestras de piel sana de caballos con
acondicionamiento fisico contra caballos sin acondicionamiento fisico, incluyendo su
expresion en neoplasias de melanoma de equinos. Se demostrd que la expresion génica del
ARNm de PPAR B/ es mayor en caballos sometidos a acondicionamiento fisico en
comparacion con los caballos que no estaban expuestos a esfuerzo fisico extenuante. En este
mismo estudio, también se compar6 la expresion entre grupos de caballos de piel sana y
melanomas, en el cual se encontré6 una mayor expresion del ARNm de PPAR B/6 en
neoplasias de melanoma en comparacion con las muestras de piel sana, indicando asi una
relacion fuerte y estrecha entre PPAR B/d y el desarrollo de melanomas en equinos, que
involucra la posible modulacion y aumento de expresion en los caballos que se encuentran

sometidos a acondicionamiento fisico o rutinas de esfuerzo constantes (Tafur, 2021).
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3. PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA Y JUSTIFICACION

Los estudios con respecto a la salud equina han tenido mayor relevancia debido a su
esparcimiento, interés economico, afectivo y social. El melanoma y el sarcoide son
neoplasias en equinos que tienden a generar mayores complicaciones clinicas, ademas de ser
un problema estético que los convierte en las quejas mas frecuentes para los veterinarios.
Actualmente la reseccion quirtrgica es el tratamiento de eleccion en la mayoria de estas
neoplasias, sin embargo, se debe considerar el periodo posoperatorio que conlleva, el tamafo
del tumor, su ubicacion, la variante clinica y su grado de malignidad.

Otro punto importante para considerar son las posibles secuelas y la resolucién neoplésica,
asi como la reincidencia en el caso de las variantes de neoplasias malignas.

Se han hecho estudios en esta linea de investigacion enfocados en dilucidar el
comportamiento de WT1 en la piel sana de caballos y en neoplasias de melanoma, ya que
podria ser utilizado como un objetivo molecular importante involucrado en el desarrollo de
neoplasias en la piel sana del equino, marcador diagndstico y como blanco terapéutico.WT1
es un gen muy versatil en cuanto a su funcionalidad como represor coactivador, activador y
correpresor de genes involucrados en la supresion de tumores y también como oncogén, por
lo que sus funciones dependen directamente de sus variantes de expresion diferencial. Por lo
tanto, identificar los mecanismos de expresion diferencial que influyen directamente sobre
sus variantes funcionales como oncogén o como supresor, nos permite dilucidar el rol

bioldgico de WT1 en piel sana con respecto al sarcoide y melanoma equino.
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3.1 HIPOTESIS

Existe una regulacion diferencial de la expresion de WT1 entre piel sana con respecto al

sarcoide y melanoma equino.

3.2 OBJETIVO GENERAL

Determinar si WT1 desempefia un rol como gen supresor tumoral en piel sana, en

comparacion con sarcoide y melanoma equino.

3.2.1 Objetivos especificos

1.

Realizar el diagnodstico Histopatologico de los tejidos obtenidos de piel sana,
sarcoide y melanoma equino.

Determinar la distribucién subcelular de WT1 y de PPAR-f/6 en muestras de
tejido de piel sana, sarcoide y melanoma equino en diferentes estadios.

Analizar la expresion del ARNm de WT1 expresion total y sus isoformas (KTS
+/-, ES +/-) en tejidos de piel sana con respecto a melanoma y sarcoide equino.
Analizar la metilacion WT1 ubicado en la isla CPG del exdn 1 en tejidos de piel
sana, con respecto a melanoma y sarcoide equino.

Analizar la expresion del ARNm de PPAR-B/0 en tejidos de piel sana, con

respecto a melanoma y sarcoide equino.
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4 MATERIALES Y METODOS.

4.1 Aprobacion ética

Los protocolos del estudio fueron aprobados por los comités de bioseguridad e higiene y
bioética y bienestar animal con los numeros de aprobacion RC-CBSH-001 Rev. 00-05/22 y
RC-CBYBA-001 03/22, ademas del consentimiento informado de los propietarios de los

caballos considerados en el estudio.

4.2 Lugar de procesamiento de muestras

Este estudio se realizd en los laboratorios de Histopatologia, Genética y el Hospital de
Grandes Especies de la Facultad de Medicina Veterinaria y Zootecnia, todos pertenecientes

a la Universidad Autonoma de Nuevo Ledn.

4.3 Area y tiempo de muestreo

El estudio se realiz6 con pacientes remitidos al HGE FMVZ de la UANL. Asi como caballos
pertenecientes a cuadras, criaderos y centros ecuestres del estado de Nuevo Ledn en un lapso

de 1 afio y 6 meses.

4.4 Metodologia

4.4.1 Obtencion de las muestras

Todos los caballos candidatos fueron sometidos a una evaluacion clinica general, se utilizo
un protocolo de sedacion y rescision quirirgica donde se extirparon las neoplasias y las
muestras de piel sana acorde a lo establecido por Knottenbelt en el 2015 y Groom en el 2017.
Los tejidos se reclutaron y se conservaron en formol bufferado para los estudios
histopatologicos y congelacion a -20 °C para el procesamiento molecular, fueron analizados

por histopatologia, inmunohistoquimica y por RTqPCR.

4.4.2 Rescision quirurgica y biopsias

Se utilizaron instrumentos quirurgicos convencionales bajo protocolos de anestesia de

acuerdo con las condiciones, localizacion y caracteristicas de las neoplasias. Para las
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neoplasias pequefias en regiones de facil acceso se realizdé un protocolo de sedacion con
Xilacina 100 mg/ml (0.5 mg/kg IV) o Detomidina 10 mg/ml (0.04 mg/kg IV) combinado con
Butorfanol 10 mg/ml (0.02 mg/kg IV), ademés de un bloqueo con clorhidrato de Lidocaina
20 mg/ml (0.2 mg/kg SC) localmente o sobre ramas nerviosas adyacentes a la neoplasia. Para
los pacientes con melanomas de la region perianal y caudal, se realizd un protocolo de
extirpacion quirdrgica en pie, los caballos que participaron en estos procedimientos fueron
evaluados clinicamente y programados para ser abordados quirurgicamente bajo las
siguientes condiciones, se contabilizd el numero de nodulos neoplasicos y el tamafo.
Mediante palpacion rectal se determiné la existencia de invasion de nodulos sobre el recto,
también se les realiz6 ultrasonido transrectal y se evalu6 la delineacion sobre la serosa rectal.
Se administré6 por sonda nasogastrica 48 y 24 horas previo a la cirugia, agua y
Dioctilsulfosuccinato de sodio (DSS) 100 mg/ml (100 mg/kg PO, BID), la dieta fue
modificada y durante 5 dias posteriores a la cirugia se adicion6 en el alimento aceite mineral
dos veces al dia, el tratamiento postoperatorio se manejo con Flunixin de meglumina 50
mg/ml (1.1 mg/kg IV, BID), Penicilina G procainica 300,000 UI (22.000Ul’kg IM, SID) y
Sulfato de Gentamicina 100 mg/ml (6,6 mg/kg IV, SID). El procedimiento anestésico se
realiz6 con Detomidina 10 mg/ml (0.04 mg/kg IV) y en algunos casos se combind con
Butorfanol 10 mg/ml (0.02 mg/kg IV), se coloco un catéter epidural para la administracion
de Lidocaina 20 mg/ml (0.2mg/kg SID) y se monitored la sensibilidad y el monitoreo de
actividad del tono parasimpatico (PTA) durante el procedimiento. Las neoplasias fueron
liberadas cuidadosamente sobre la regién perianal por medio de disecciones sobre los
margenes tumorales buscando extirpar las masas en su totalidad. Al final de la recision se
reconstruyeron los planos incididos por medio de suturas. En los sarcoides de la region
inguinal y sobre el prepucio de algunos pacientes, se optd por procedimientos quirtirgicos
con protocolos de anestesia total intravenosa o inhalada, debido al dificil acceso y el margen
tumoral profundo. A estos pacientes se les indujo a la anestesia con Xilacina 100 mg/kg (1.1
mg/kg IV), Diazepam 5 mg/ml (0.03 mg/kg IV) y Ketamina 100 mg/ml (2.2 mg/kg IV), una
vez en decubito dorsal se realizo la rescision total de las neoplasias y se reconstruyeron los

planos anatdémicos incididos mediante una técnica de extirpacion quirirgica convencional.
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4.4.3 Histopatologia

Las muestras obtenidas fueron almacenadas y etiquetadas en frascos de vidrio, se fijaron en
formol al 10% bufferado con un pH de 6.9 a 20 °C, 24 horas después se realiz6 un corte
macroscopico en longitudinal y transversal del tejido, los tejidos cortados se procesaron en
un histoquinete automatico, programado para fijar, deshidratar, aclarar y diafanizar los
tejidos respectivamente durante un lapso de 24 horas. De estos tejidos, se generaron casetes
con tejidos incluidos en parafina de los cuales se realizaron cortes microscopicos de 4 mm,
los cortes se introdujeron a bafio maria y se colectaron del agua con portaobjetos en los cuales
se realizo un proceso de fijacion, re hidratacion, aclaramiento y tincion con hematoxilina y
eosina; para los tejidos de melanomas se realizé una despigmentacion con permanganato de
potasio (KMnOQys) y solucion de 4cido sulfurico (H2S04) tratada con 4cido oxalico (C2H204)
como lo establecido por Moreira et al., 2019. Se observaron los cortes histologicos bajo un
microscopio de luz, y finalmente se identificaron y se diagnosticaron las variantes

histologicas en cada una de las laminillas generadas (Meuten, 2017). (Moreira et al., 2019).

4.4.4 Inmunohistoquimica

Para la técnica de inmunohistoquimica, en la cual se busco la deteccion de WT1 y PPAR B/0
se utilizé un anticuerpo monoclonal primario de raton WT1-6FH2 de Bio SB ® y para PPAR
B/6 se utiliz6 un anticuerpo monoclonal primario de ratén F-10 SC-74517 de Santa Cruz
Biotenhnology ®. La fase preanalitica de la técnica inmunohistoquimica consistié en la
obtencion de la muestra, la fijacion de los tejidos, descalcificacion y seccionamiento. En la
fase analitica, los tejidos fueron desparafinados a una temperatura de 60° C por un lapso de
20 minutos, una vez desparafinados se sometieron a inmersion en xilol por un tiempo de 5
minutos dos veces, se introdujeron en etanol al 100% por 3 minutos, seguido de una
inmersion en etanol al 95% durante 3 minutos, etanol al 70% por 3 minutos y en agua
destilada por 3 minutos con la finalidad de rehidratar los cortes, se lavaron los tejidos con
solucion salina tamponada de Tris (Tween-20) (TBST) durante 3 minutos. Para la
recuperacion de los antigenos se introdujeron las laminillas en una solucidon compuesta por
100mM de Tris, 10mM de EDTA a 10x con pH de 9.0 diluida a 1x durante 60 minutos a una
temperatura de 100 °C. Con la finalidad de eliminar la peroxidasa endogena de los tejidos,

fueron incubados en peroxido de hidrogeno al 3% durante 10 minutos y posteriormente se
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lavaron con solucion buffer TBST durante 5 minutos dos veces, a cada una de las laminillas
se les aplicé un bloqueador de proteinas endogenas incluido en el kit Mouse/Rabbit Immuno-
detector DAB HRP Brown® por 30 minutos, para ambas proteinas se utilizo suero anti raton
a una dilucion de 480 pl en 1,920 pl de solucion salina tamponada y se dejaron escurrir. El
anticuerpo primario se afladié en una dilucién de 1:100 para WT1 6F-H2 y para PPARP (F-
10) se realiz6 una dilucion de 1:400 los cuales se incubaron durante 16 horas a 4 °C, para los
controles negativos se hizo una sustitucion del anticuerpo primario por solucion salina
tamponada, posterior a las 16 horas de incubacion se lavaron los tejidos con solucion salina
tamponada Tween 20 durante 3 minutos dos veces, para cada anticuerpo se afiadié en los
tejidos un anticuerpo secundario, para WT1 se agregd una diluciéon de 1:50 de suero anti-
raton y para PPAR-/8 se utilizé una dilucion 1:200 de suero anti-raton los cuales se dejaron
en incubacion durante 30 minutos, posteriormente se lavaron con TBST durante 3 minutos,
se afiadio estreptavidina-HRP y se dejo incubar durante 30 minutos, después las muestras se
lavaron con TBST durante 3 minutos y se les afiadio el revelador de sustrato-cromédgeno
DAB 3'3-diaminobencidina a una concentracion del 5% durante 10 minutos, para generar
una contra tincion, las laminillas se lavaron con agua destilada durante 2 minutos 3 veces, se
sumergieron en hematoxilina por 2 minutos y se enjaguaron con agua corriente, después se
enjuagaron con agua destilada y se deshidrataron gradualmente con etanol al 70%, 90%,
100% y finalmente en Xilol, el exceso de xilol fue removido y secado para finalmente colocar
resina sobre el tejido en el portaobjeto y montar el cubreobjetos, una vez terminadas las
laminillas se almacenaron en la oscuridad. Para el anélisis de cada una de las proteinas en los
distintos tejidos, se utiliz6 un microscopio 6ptico y una camara ZEISS Axiocam ® con el
software ZEN de ZEIS ®. Los resultados se compararon con controles positivos y fueron
cuantificados mediante un andlisis densitométrico, el cual permiti6 evaluar la intensidad de
la positividad nuclear y citoplasmadtica de las proteinas de WT1 y PPAR /6 con la ayuda del

programa ImageJ por triplicado.

4.4.5 Analisis molecular

4.4.5.1 Extraccion de ARN y sintesis de ADNc¢

Se realiz6 la extraccion del ARN mensajero (ARNm) a partir de los tejidos con fenol e

isotiocianato de guanidina bajo las condiciones del método Trizol®, el ARNm obtenido fue
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cuantificado mediante el kit QuantiFluor ARN System ® para medir la concentracion del
ARN por el método de espectrofotometria, el cual estd disefiado para medir en un rango de;
01-500 ng/ul de ARN a partir de una muestra de ARN de 1ul a 260 nm de absorbancia.
Después de obtener un coeficiente de 50 ng/uL. de ARN, se genero la sintesis de ADN
complementario utilizando y siguiendo las especificaciones por el fabricante del kit
comercial GoScrip Reverse Transcription System de Promega® con la clave de producto
(A5001). El ADNCc sintetizado fue cuantificado con el kit comercial QuantiFluor DNA
System de promega ®, y se midid su concentracion por medio de espectrofotometria en busca

de un coeficiente de 50 ng/pl, suficiente para el analisis de PCR en tiempo real.

4.4.5.2 RTqPCR para WT1 y PPARPB/o

Para este andlisis, se utilizod el kit GoTaq qPCR Master Mix BRYT Green ®, junto con
primers generados en el programa PRIMER-BLAST, a partir de secuencias utilizadas en
investigaciones previas (Tabla 2). Como control, se utiliz6 B-actina equino para amplificar
un fragmento de 215 pares de bases (pb). Para cada gen se estandarizd un programa de
amplificacion de la siguiente forma; un volumen de reaccion de 20ul que contenia 50 ng/ul
de ADNc, 10ul de GoTaq qPCR Master Mix ®, 500 nM de primer forward, 500 nM de
primer reverse y agua libre de nucleasas para aforar a un total 20 pl. Las condiciones de
amplificacion para los genes fueron de 40 ciclos, una pre-incubacion a 50 °C por 2 minutos,
la desnaturalizacion fue a 95 °C por 10 minutos y una extension de 1 minuto, las temperaturas
de alineamiento fueron; 63 °C para B-actina, 55 °C para WT1 expresion total y 60 °C para
PPARJ/S, la isoforma KTS +/- se amplifico a 55 °C y para 17aa +/- la temperatura fue de 60
°C, finalmente en todos los programas se incluy6 un paso de elongaciéon a 70 °C durante 1
minuto. Para la amplificacion en tiempo real se utilizoé un termociclador Applied biosystems
7500 fast real time ® con el software SDS V1.4 Upgrade.

4.4.5.3 Analisis de la metilacion

Se utilizaron primers de una secuencia obtenida a partir de un fragmento de 279 pb en el
primer ex6n de WT1 que amplifica sobre una isla CpG, esta region esta relacionada con el
proceso de silenciamiento de WT1 por hipermetilacién, también se utilizaron primers de -
actina equino como normalizador (tabla 2) y el andlisis fue realizado por RTqPCR, se

utilizaron 50 ng/pl de ADNCc sintetizado a partir de 50 ng/ul de ARNm obtenido de tejidos
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de piel sana, neoplasias de sarcoide equino y melanoma, se gener6 un volumen de reaccion
de 20l por pocillo de los cuales se afiadieron 10ul de GoTaq qPCR master Mix, 500 nM de
primer reverse, 500 nM de primer forward y agua libre de nucleasas para aforar el volumen
total, se generd una condicion de amplificacion a partir de un gradiente a 40 ciclos que se
optimizo6 a una temperatura de fusion de 60 °C, una pre-incubacion a 50 °C por 2 minutos,
una desnaturalizacion a 95 °C por 10 minutos y una extension de 1 minuto en un

termociclador de Applied biosystems 7500 fast real time ®.

Tabla 2. Secuencias de primers para RTqPCR de las diferentes regiones de interés de WT1, gen
constitutivo Beta actina y PPARP/o.

Gen Secuencia
Beta actina equino (104 pb) (Tafur, 2021) F: TAAGGACCTGTACGCCAACACAGT
R: ACTCCTGCTTGCTGATCCACATCT
WT1 expresion total (179 pb) (Garza, 2015)  F: GAGAAACCATACCAGTGTGA
R: GTTTTACCTGTATGAGTCCT
PPAR beta/delta (150 pb) (Cho et al. 2015) F: AGCAACCTCTTCCTCAACGA
R: GAGGCTGCGTAGGAACTCAC

WT1 Exén 1 (272 Pb) (Laux et al. 1999) F: TGGGCAGGTAGGGCGCGTTAGGAA
R: CGCTCCTTACGGGTCGTTGG

17AA ES +/- (471 pb) (Zamora et al. 2007) F: GACCTGGAATCAGATGAACTTAG
R: GAGAACTTTCGCTGACAAGTT

KTS +/- (133pb) (Zamora ef al. 2007) F: GTGTGAAACCATTCCAGTGTA

R: TTCTGACAACTTGGCCACCG

4.4.6 Analisis de la expresion de las variantes de WT1, PPAR B/o y
metilacion.

La base de datos generados a partir la RTqPCR fueron analizados por el método de
comparacion Delta-Delta Ct (2AACt), en el cual se observaron los genes de los ARNm sobre

expresados o sub expresados en los diferentes grupos de tejidos.
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4.4.6 Analisis estadistico.

Los resultados obtenidos provenientes de una distribucion normal fueron analizados por un
disefio completamente al azar, en el cual se realiz6 un Analisis de varianza (ANOVA) con
un nivel de significancia de p<0.05 y posteriormente una prueba de medias con el método de
Tukey p<0.05 con el siguiente modelo experimental.

La variable de respuesta (gen o proteina de mayor expresion) depende del efecto de la media
de todos los datos (unidades experimentales), del efecto de los tratamientos (tejidos) y del

error experimental.

Yij=ptaiteij

Yij: Variable respuesta

u: Respuesta global del promedio
ai: Tratamientos

gij: Error experimental
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5. RESULTADOS
5.1 Diagnostico histopatologico

Se obtuvieron un total de 52 muestras de las cuales 2 se utilizaron como control, 19
melanomas, 12 sarcoides y 19 muestras de piel sana de diferentes caballos con colores de
capa distintos, los colores de capa obtenidos en los caballos sanos fueron: tordillo, colorado,
cremello, alazdn, ruano, bayo y negro. Se realizd un anélisis histologico para evaluar la
integridad y las diferentes caracteristicas histologicas entre colores de capa en la piel sana

(Figura 10).

Figura 10. Caracteristicas histologicas de la piel de equinos sanos. (A—C) Piel: epidermis, dermis, foliculos
pilosos, glandulas sebaceas y sudoriparas. (D—E) Produccion de melanina en los foliculos pilosos (flecha negra),
estrato basal de la epidermis (flecha roja), queratinocitos normales, melanocitos y fibroblastos dérmicos. (F)
Sintesis de melanina en epidermis.
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5.2 Hallazgos clinicos e histopatologicos de las neoplasias

Se realiz6 un diagnoéstico histopatoldgico y se caracterizaron las diferencias que existen entre
las variantes de neoplasias de sarcoide y melanomas de equinos. Del total de las neoplasias
que se refirieron para el estudio la incidencia fue de: un 3% melanocitomas, 40% melanomas
dérmicos, 17% de los casos fueron melanomatosis dérmicas, 3% sarcoides ocultos, 10%
sarcoides verrucosos, 7 % sarcoides nodulares y el 19 % fueron sarcoides fibroblasticos.

(grafica 1).

NEOPLASIAS

m 1 Melanocitoma

m 12 Melanoma dérmico

m 5 Melanomatosis dérmica
m 1 Sarcoide oculto

m 3 Sarcoide verrucoso

m 2 Sarcoide nodular

W 6 Sarcoide fibroblastico

Grifica 1. Incidencia de neoplasias referidas para el estudio en un lapso de 1.5 afios.

5.2.1 Tipos de melanomas

Se identificaron 19 pacientes con melanomas donde la caracterizacion clinica para estos
pacientes fue la siguiente: se obtuvo la rescision quirurgica de 12 neoplasias de melanomas
dérmicos, 5 con melanomatosis dérmica, y una variante de nevo melanocitico en un caballo
cremello. Todos los melanomas fueron correspondientes a la capa tordilla con la tinica
excepcion de la neoplasia de nevo melanocitico. La media de edades para los caballos con
melanoma dérmico fue de 12 afos, la media de edad de los caballos con melanomatosis
dérmica fue de 10 afios, el tinico caso de melanocitoma se presentd en un caballo de 10 afios.

(Tabla 3).
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Tabla 3. Relacion entre el tipo de presentacion clinica de neoplasias de melanomas, cantidad de tejidos
obtenidos, edades y colores de capa predominantes.

Neoplasia Neoplasias Color de capa Edad promedio
obtenidas predominante
Nevo melanocitico 1 Cremello 10 afios
melanoma dérmico 12 Tordillo 12 anos
melanomatosis 5 Tordillo 10 afos
dérmica

De los cuatro tipos de presentaciones clinicas que la literatura propone para los melanomas,
se realiz6 una correlacion entre las caracteristicas clinicas e histopatoldgicas de 3 variantes,
incluida una variante poco comun de nevo melanocitico. (tabla 4)

Tabla 4. Variantes histopatolégicas mas sobresalientes de los diferentes tipos de presentaciones clinicas
en las neoplasias obtenidas de melanomas.

Neoplasia Caracteristicas Histopatologicas

melanocitoma (nevo azul celular) Entrelazamiento de haces fasciculares de células tumorales en
forma de huso en forma transversal con células sin pigmento,
invasion hacia la dermis superficial de células melanociticas.

melanoma dérmico Nodulos dérmicos de células melanociticas
hiperpigmentadas, pleomorficas, variables, infiltradas en el
tejido conectivo.

melanomatosis dérmica Presencia de melanofagos de tamafio intermedio y grandes
llenos de pigmento granular grueso. Nodulos de tamafio
variable y células melanociticas con vesiculas de melanina,
islas apoptoticas y nucleos periféricos.

5.2.2 Tipos de Sarcoides

Las presentaciones clinicas de los sarcoides encontrados fueron; 1 sarcoide oculto, 3
sarcoides verrucosos, 2 sarcoides de tipo nodular, y 6 sarcoides fibroblésticos. El 50 % de
los caballos fue de capa colorada, el 25% fueron caballos appaloosa y el 25 % restante fue
en caballos alazanes, las medias de edades de los caballos con sarcoides fueron de 7 afos
para el caballo con sarcoide oculto, 10 afios para los caballos con sarcoide verrucoso, 8 afios

para los caballos con sarcoide nodular y 6.5 afios para los caballos con sarcoides

fibroblasticos. (Tabla 5).

33



Tabla 5. Relacion entre el tipo de presentacion clinica de neoplasias de sarcoides, cantidad de tejidos

Neoplasia
Sarcoide oculto
Sarcoide verrucoso

Sarcoide nodular

Sarcoide fibroblastico

obtenidos, edades y colores de capa predominantes.

Neoplasias Color de capa Edad promedio
obtenidas predominante

1 Colorado 7 afios

3 Colorado 10 afios

2 Colorado 8 afios

6 Colorado 6.5 afios

De las 7 variantes clinicas documentadas de sarcoides en caballos, se identificaron 4

variantes, sarcoide oculto, verrucoso, nodular y fibroblastico. Para estos tipos de neoplasias

no existe una asociacion entre las caracteristicas clinicas y las lesiones histopatologicas por

lo que se generd una base de datos morfoldgicos y se correlacionaron las caracteristicas

clinicas con los cambios histopatoldgicos mas sobresalientes de forma individual en cada una

de las variantes de presentaciones clinicas encontradas en nuestro estudio. (Tabla6).

Tabla 6. Variantes histopatolégicas mas sobresalientes de los diferentes tipos de presentaciones clinicas

Neoplasia

Sarcoide oculto

Sarcoide verrucoso

Sarcoide nodular

Sarcoide fibroblastico

en las neoplasias obtenidas de sarcoides.

Caracteristicas Histopatologicas

Hiperplasia epidérmica, ligera hiperqueratosis e infiltracion de fibroblastos
dérmicos hacia la epidermis.

Hiperqueratosis profusa, formacion de proyecciones epiteliales (vayas de
piquete), formacion de vortices sobre vasos sanguineos y fibras de colagena.

Fibras de colagena exuberante, hiperplasia dérmica, fibroblastos dérmicos
densos con anisocitosis y anisocariosis.

Epidermis ulcerada, Infiltracion de células inflamatorias, fibroblastos y fibras

de colagena densos, presencia de células redondas mononucleares
polimorfonucleares y neoformacion de vasos sanguineos.
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5.2.3 Sarcoide oculto

La lesion observada clinicamente de la variante oculta se caracterizo por ser extensa en forma
de parche, la cual cubria en el paciente areas muy grandes en el tejido cutdneo, se presentd
sobre todo en el area de la base del cuello, con pequenos nddulos o areas verrucosas en la

misma piel afectada (Figura 11).

Figura 11. Caracteristicas clinicas e histopatologicas del sarcoide oculto. (A) Lesion plana y alopécica en
cuello de caballo. (B) Micrografia H&E 10x: hiperplasia epidérmica y fibroblastos densos. (C) H&E 40x:
fibroblastos dérmicos formando patrén en vallas.

5.2.4 Sarcoide verrucoso

Esta lesion neoplasica aparentaba una forma de verruga sobre el pliegue cutaneo de la ingle,
se trata de una lesion plana que sobresale a la piel, la superficie es escamosa y queratinizada
en forma de camulo, ademas de ser alopécica la cual aparentemente no generaba dolor ni

prurito (Figura 12).

Figura 12. Caracteristicas clinicas e histopatologicas del sarcoide verrucoso. (A) Lesion verrugosa, seca 'y
difusa con hiperqueratosis. (B) Micrografia H&E 4x: hiperplasia epidérmica e hiperqueratosis con proyecciones
epiteliales. (C) H& 10x: fibroblastos dérmicos neoplasicos en vortices alrededor de colageno y vaso sanguineos.
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5.2.5 Sarcoide nodular

Clinicamente esta neoplasia se divide en dos tipos y tiene una subdivision de acuerdo con el
alcance de su capsula. Los subtipos para esta neoplasia son: Sarcoide nodular tipo A;
Sarcoide nodular tipo Al, Sarcoide nodular tipo A2, Sarcoide nodular tipo B; Sarcoide
nodular tipo B1, Sarcoide nodular tipo B2, los sarcoides nodulares obtenidos en nuestro
estudio se caracterizaron por ser nédulos firmemente unidos al tejido adyacente, sin conexion
entre la neoplasia y la piel en la region del cuello caracteristicos como sarcoides tipo A

(Figura 13).

—

Figura 13. Caracteristicas clinicas e histopatologicas del sarcoide nodular. (A) Nodulo tipo A en cuello de
caballo, movil respecto a la piel. (B) Micrografia H&E 10x: aumento de fibroblastos, zonas apoptoticas e
infiltracion dérmica (flecha negra). (C) H&E 100x: proliferacion fibroblastica con anisocitosis y anisocariosis.

5.2.6 Sarcoide fibroblastico

Estas lesiones presentan una apariencia carnosa, ulceras y exudado de forma excesiva,

ademas de tejido de granulacion exuberante como consecuencia del constante trauma debido

a su localizacion, ademas de la presencia de infeccion y la hemorragia en algunas regiones.

(Figura 14).

Figura 14. Caracteristicas clinicas e histopatolégicas del sarcoide fibroblastico. (A) Tumor pedunculado
ulcerado en prepucio. (B) Micrografia H&E 4x: infiltrado inflamatorio, colageno hiperplasico y falla en
epitelizacion. (C) H&E: células mononucleares y polimorfonucleares (flecha) formando cordones en matriz de
colageno.
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5.2.7 Nevo melanocitico (Nevo azul celular)

Es la forma méas comun de nevo respecto a la afeccion intradérmica, en su mayoria des
pigmentados, la neoplasia fue identificada en un caballo de capa cremello de 10 afios, las
variantes de nevos son: nevo melanocitico, nevo melanocitico comun intradérmico, nevo azul
celular y nevo azul celular combinado, la inica forma de diferenciar las variantes de nevos

es por medio de histopatologia, en este caso los hallazgos histopatologicos fueron

contundentes para definir el tipo de melanocitoma como un nevo azul celular. (Figura 15).

Figura 15. Caracteristicas clinicas e histopatolégicas de un nevo melanocitico.

A) Nevo azul celular en cuello, con bordes redondeados y uniformes, con hiperqueratosis y ausencia de
pigmento (B) H&E 10x: proliferacion de melanocitos fusiformes con mitosis y patrén en huso. (C) H&E 40x:
melanocitos hiperplasicos con anisocitosis y células binucleadas.

5.2.8 Melanoma dérmico

Se presentaron en la mayoria de los pacientes una neoplasia en forma de nddulos discretos

de 1 o 2 masas localizadas, todas sobre la base de la cola. (Figura 16).

Figura 16: Caracteristicas clinicas e histopatologicas de un melanoma dérmico.
(A) Nodulo pigmentado unico en base de la cola. (B) H&E 10x: infiltracion melanocitica, exceso de melanina
y apoptosis epidérmica. (C) H&E 40x: mitosis abundante y melanocitos con vesiculas pigmentadas.
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5.2.9 Melanomatosis dérmica

Los pacientes remitidos en nuestro estudio presentaron en esta variante multiples nddulos
cutdneos, los bordes fueron bien definidos y esféricos, frecuentemente en la region perianal
y sobre la base de la cola, las masas neoplasicas variaron desde tamafios pequefios de pocos
milimetros hasta mas de 20 cm de didmetro, algunos despigmentados, otros

hiperpigmentados e incluso ulcerados (Figura 17).

Figura 17. Caracteristicas clinicas e histopatologicas de la melanomatosis dérmica. (A) Multiples nodulos
pigmentados y ulcerados en region perianal y base de la cola. (B) H&E 10x: nédulos de melanocitos en dermis.
(C) H&E 100x: proliferacion celular alta con macréfagos cargados de melanina. (D) Yegua con multiples
nédulos perianales. (E-F) H&E con despigmentacion: morfologia celular definida con anisocitosis y
anisocariosis.

5.3 Inmunohistoquimica

Del total de los tejidos obtenidos, se realizo el andlisis inmunohistoquimico de 21 tejidos
para la deteccion de las proteinas de WT1 y de PPARPB/S con los anticuerpos WT1-6FH2
monoclonal y anticuerpo monoclonal PPARB F-10 SC-74517. Se analizé la distribucion
subcelular de 7 tejidos de piel sana de caballos de diferentes colores de capa, 7 fueron de
sarcoides de diferentes tipos (oculto, verrucoso, nodular y fibroblastico) y 7 de melanomas

correspondientes a tres variantes clinicas (nevo melanocitico, melanoma dérmico y
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melanomatosis dérmica). Como control positivo interno se utilizaron tejidos de riidn para

PPARP/d y testiculo para WT1 (Figura 18).

Figura 18. Inmunohistoquimica en 6rganos de control positivo interno para los anticuerpos WT1 6FH2
monoclonal en Testiculo y PPARP/6 policlonal C-20 en rifién. (A-B) Testiculo: expresion nuclear y
citoplasmatica de WT1 en células espermatogénicas. (C—D) Rifion: expresion heterogénea de PPARB/S en
células mesangiales, podocitos y epitelio parietal.
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5.3.1 Expresion Inmunohistoquimica de WT1 en la piel sana sarcoide y
melanoma

Los resultados obtenidos demuestran que la proteina WT1 se encuentra distribuida en la piel
sana de los equinos y que presenta mayor densidad sobre los ntcleos de las células de la
epidermis y la dermis. La proteina WT1 también se encuentra expresada sobre las células de
los diferentes componentes estructurales de la piel, mayormente en células de los foliculos
pilosos, células basales de la epidermis, glandulas sudoriparas y glandulas sebaceas (Figura
19, A y B). En el sarcoide, la proteina de WT1 presenta muy poca densidad de expresion a
nivel citoplasmatico y ausencia a nivel nuclear, las células en las cuales se observa ligera
expresion son algunas células queratinizadas sobre la epidermis y en menor grado algunos
fibroblastos dérmicos (Figura 19, C y D). En las neoplasias de melanomas la expresion de la
proteina WT1 es limitada, sin embargo, esta presente en la variante de nevo melanocitico en
donde se encuentra expresada a nivel citoplasmatico en las células basales de la epidermis y
algunos fibroblastos dérmicos, ademads se observa la presencia de WT1 en melanocitos que

se encuentran sobre algunos nichos de células neoplasicas (Figura 19, E y F)
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Figura 19. Comparacién de la expresion de WT1 en tejidos de piel sana, sarcoide y melanoma equino.
(A-B) Piel sana: expresion en epidermis, fibroblastos, foliculos y glandulas. (C—D) Sarcoide: expresion limitada
en epidermis y dermis. (E-F) Nevo melanocitico: expresion ligera en epidermis y melanocitos dérmicos.
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5.3.2 Expresion Inmunohistoquimica de WT1 en las variantes de piel sana,
variantes clinicas de neoplasias de sarcoide y variantes clinicas de
melanoma.

En las variantes de colores de capas en la piel sana de equinos, WT1 se encuentra con mayor

densidad en la capa tordilla, seguido del ruano y en menor densidad en los caballos colorados

a nivel nuclear (Figura 20), (Gréafica 2).

Figura 20. Densidad de expresion nuclear en variantes de piel sana de WT1 y PPARP/3. THQ 100x (A)
P.S Ruano WT1 (B) P.S Tordillo <8 a WT (C) P.S Tordillo >8afios WT1 (D) P.S Colorado WT1 (E) P.S Ruano
PPARP/S (F) P.S Tordillo < 8 a PPARB/S (G) P.S Tordillo >8afios PPARP/S (H) P.S Colorado PPARB/S
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Grifica 2. Cuantificacion del analisis densitométrico del porcentaje de expresion nuclear de WT1 y
PPARP/d en variantes de piel sana.
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En cuanto, a nivel citoplasmatico, la mayor densidad de WT1 sobresale en la capa tordilla,

seguido de los caballos de capa colorada y el ruano en los que la densidad de expresion es

igual (Figura 21), (Gréfica 3).

B ¥R )

Figura 21. Densidad de expresion citoplasmatica en variantes de piel sana de WT1 y PPARP/3. IHQ 40x
(A) P.S Ruano WTI (B) P.S Tordillo <8 a WT (C) P.S Tordillo >8afios WT1 (D) P.S Colorado WT1 (E) P.S
Ruano PPARB/S (F) P.S Tordillo <8 a PPARP/S (G) P.S Tordillo >8afios PPAR/5 (H) P.S Colorado PPAR/S.

30
25.1

5 25
I*é 20 17.43
215 13.02
10 8.46
5 3.69 5.58 515 405
i, m ] Hm
5 P.S Ruano P.S.Tordillo <8 P.S Tordillo >8 P.S Colorado
5 afos afos
e Variantes de piel sana

u PPAR-B/6 = WTI

Grifica 3. Cuantificacion del analisis densitométrico del porcentaje de expresion citoplasmatica de WT1
y PPARB/d en variantes de piel sana.
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A nivel nuclear la expresion de WT1 es negativa en el sarcoide fibroblastico y el sarcoide

oculto, y muy pobre en el sarcoide nodular y el sarcoide verrucoso. (Figura 22), (Grafica 4).

Figura 22. Densidad de expresién nuclear en variantes Sarcoide. IHQ 100x (A) sarcoide Oculto WT1 (B)
sarcoide verrucoso WT1 (C) sarcoide nodular WT1 (D) sarcoide fibroblastico WT1 (E) sarcoide Oculto
PPARP/S (F) sarcoide verrucoso PPARPB/S (G) sarcoide nodular PPARP/S (H) sarcoide fibroblastico PPARJ/S.
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Grifica 4. Cuantificacion del analisis densitométrico del porcentaje de expresion nuclear de WT1 y
PPARP/6 en variantes de sarcoides.
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En cuanto a la densidad de expresion en las diferentes variantes de sarcoides, WT1 se
encuentra expresado con mayor densidad en los sarcoides nodulares, seguido del sarcoide
oculto, el sarcoide verrucoso y posteriormente el sarcoide fibroblastico a nivel citoplasmatico

(Figura 23) (Gréfica 5).

Figura 23. Densidad de expresion citoplasmatica en variantes Sarcoide. IHQ 10x (A) sarcoide Oculto WT1
(B) sarcoide verrucoso WT1 (C) sarcoide nodular WT1 (D) sarcoide fibroblastico WT1 (E) sarcoide Oculto
PPARP/S (F) sarcoide verrucoso PPARP/S (G) sarcoide nodular PPARPB/S (H) sarcoide fibroblastico PPARP/S.
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Grifica 5. Cuantificacion del analisis densitométrico del porcentaje de expresion citoplasmatica de WT1
y PPARP/5 en variantes de sarcoides.
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En las neoplasias de melanoma, la expresion de la proteina WT1 no se encuentra expresada
a nivel nuclear en el melanoma dérmico y tampoco en la melanomatosis dérmica, sin
embargo, existe ligera expresion de la proteina en los nucleos de la variante de nevo

melanocitico (Figura 24), (Grafica 6).

Figura 24. Densidad de expresion nuclear en variantes de melanomas. WT1 (B) melanoma dérmico WT1
(C) melanomatosis dérmica WT1 (D) melanocitoma PPARP/S (E) melanoma dérmico PPARP/S (F)
melanomatosis dérmica PPARJ/S.
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Grifica 6. Cuantificacion del analisis densitométrico del porcentaje de expresion nuclear de WT1 y
PPARP/ en variantes de melanomas.
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En cuanto a nivel citoplasmatico, la proteina WT1 en las variantes neoplasias de melanoma
se encuentra expresada, mayormente en la neoplasia de melanoma dérmico, seguido con
menor abundancia en el nevo melanocitico (melanocitoma) y en menor cantidad en las

neoplasias de melanomatosis dérmica. (Figura 25), (Grafica 7)

Figura 25. Densidad de expresion citoplasmatica en variantes de melanoma. IHQ 10x (A) melanocitoma
WT1 (B) melanoma dérmico WT1 (C) melanomatosis dérmica WT1 (D) melanocitoma PPARP/S (E) melanoma
dérmico PPARP/6 (F) melanomatosis dérmica PPARP/S.
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Gréfica 7. Cuantificaciéon del analisis densitométrico del porcentaje de expresion citoplasmatica de WT1
y PPARP/6 en variantes de melanomas.
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5.3.3 Expresion Inmunohistoquimica de PPARP/0 en las variantes de piel
sana, variantes clinicas de neoplasias de sarcoide y variantes clinicas de
melanoma.

El patron de expresion es distinto para las variantes de diferentes capas en la piel sana a nivel
de expresion nuclear, sin embargo sobresale la limitada expresion en todas las variantes, a
nivel nuclear PPARB/S se encuentra con mayor densidad en caballos con capa colorada,
posteriormente le sigue la capa de caballos tordillos mayores de 8 afios con menor expresion
y finalmente los caballos tordillos menores de 8§ afios y el ruano en los cuales existe la misma
densidad de expresion (Figura 20) (Grafica 2). En cuanto a las variantes de expresion
diferencial en los tejidos cutdneos de diferentes colores de capa, la proteina PPARP/S se
encuentra expresada en mayor densidad a nivel citoplasmatico en la capa tordilla. Al
comparar la expresion entre caballos tordillos jovenes contra caballos tordillos adultos, se
vio que existe mayor grado de densidad en caballos adultos mayores a 8§ afios, por otra parte,
en caballos menores a 8 afios se encuentra expresada en menor densidad, en caballos de capa
colorado se expresa en menor densidad que el tordillo, seguido del ruano cuyo color de capa
es el de menor expresion, (Figura 21) (Grafica 3).A nivel nuclear el patréon de
comportamiento es distinto y se observa que la proteina de PPAR[P/d se encuentra
mayormente expresado en el sarcoide oculto en comparacion con el resto de las variantes, la
variante que le sigue es el sarcoide fibroblastico, posteriormente el sarcoide verrucoso y
finalmente el sarcoide de tipo nodular (Figura 22) (Grafica 4). También existe diferencia de
expresion en las variantes de sarcoides en la que PPARP/d se encuentra mayormente
expresado en el sarcoide fibroblastico con relacion al resto de las variantes, en el sarcoide
oculto PPARP/S se encuentra con mayor densidad con relacion al sarcoide verrucoso, cuya
variante presenta mayor densidad de PPAR/S en comparacion con la variante de sarcoide
nodular a nivel citoplasmatico (Figura 23) (Gréfica 5). En las neoplasias de melanoma la
expresion de la proteina PPAR[/3 presenta un patron de expresion homogéneo, siendo mayor
la densidad de expresion en la variante clinica de melanomatosis dérmica, seguido del
melanocitoma y menor expresion en la variante de melanoma dérmico a nivel citoplasmatico

como nuclear. (Figuras 24 y 25) (Graficas 6 y 7).
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5.3.4 Expresion Inmunohistoquimica de PPARP/d en la piel sana, sarcoide
y melanoma

La abundancia de expresion diferencial fue correlacionada con la clasificacion clinica de las
neoplasias, destacando que en las neoplasias menos agresivas existe mayor abundancia de la
proteina WTT1 a nivel nuclear. Existe una estrecha relacion entre la expresion de WT1 y una
modulacion negativa por medio de PPARP/S analizada en estudios previos, por lo que para
este estudio se analizo la expresion de WT1 y se realiz6 una correlacion en la expresion de
PPARP/s con las diferentes variantes de tejidos de piel sana, sarcoide y melanoma de equinos
donde se encontr6 que PPARP/S se encuentra expresado en la piel sana de equinos en
diferentes células a nivel citoplasmatico, se observé también que PPARPB/S estd presente en
células basales de la epidermis y fibroblastos dérmicos y células basales de los foliculos
pilosos (Figura 26 A y B). En los sarcoides existe expresion mayormente en los fibroblastos
dérmicos y epidérmicos que invaden el estrato epidérmico de la piel (Figura 26 C y D), en
las neoplasias de melanoma existe una sobreexpresion sobresaliente en las células neoplasias

tanto a nivel citoplasmatico como nuclear con un patrén homogéneo (Figura 26 E y F).
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Figura 26. Comparacion de la expresion de PPARP/6 en tejidos de piel sana, sarcoide y melanoma equino.
(A-B) Piel sana: expresion positiva en epidermis, dermis y foliculos pilosos. (C-D) Sarcoide: abundancia de
PPARP/S en epidermis hiperplésica y fibroblastos dérmicos. (E-F) Melanoma: expresion abundante en células
neoplasicas y endoteliales, con patron nuclear y citoplasmatico.
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5.3.5 Cuantificacion de la densidad inmunohistoquimica de WTI1 vy
PPARp/o

Se realizo el analisis de la proteina WT1 para comparar la densidad nuclear de los grupos de
tejidos de piel sana, sarcoide y melanoma equino por el método densitométrico con el
programa ImageJ. A los datos obtenidos se les realizd un andlisis de varianza con (p<0.05)
en el cual se observo diferencia minima significativa de (P-Value = 0.001) y una prueba de
medias con el método de Tukey (p<0.05). Encontramos que la diferencia estadistica entre los
tres grupos sobresale para los tejidos de piel sana en la cual existe mayor densidad de
expresion, los grupos de sarcoide y melanoma mantienen un comportamiento similar

expresandose en menor cantidad en comparacion con la piel sana. (Grafica 8).
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Grifica 8. Expresion de la proteina WT1 en piel sana, sarcoide y melanoma equino. La densidad de
expresion de WT1 es significativamente mayor en piel sana en comparacion con sarcoide y melanoma.

Después de analizar en los tres grupos de tejidos la proteina de WTI1, comparamos la
densidad de expresion de la proteina PPARB/S en los mismos tejidos mediante una técnica
densitométrica con el programa ImageJ, con los datos que se obtuvieron se realizé una prueba
de ANOVA (p<0.05) en el cual existe diferencia minima significativa de (P-Value = 0.002),

posteriormente se realizd una comparacion de medias por el método de Tukey en el que se
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encontrd que PPARP/S se comporta similar en las neoplasias, siendo mas abundante en los

tejidos de sarcoide y melanoma en comparacion con la piel sana. (Grafica 9).
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Grifica 9. Expresion de la proteina PPARP/ en piel sana, sarcoide y melanoma equino. La densidad de
expresion de PPARP/S es mayor en tejidos de sarcoide y melanoma en comparacion con piel sana.

5.3.6 Correlacion de la expresion inmunohistoquimica de WT1 y PPARP/6
en piel sana sarcoide y melanoma equino

Los resultados obtenidos de la distribuciéon de WT1 y de PPARPB/S se resumen en la Tabla 7
que describe el comportamiento de las proteinas en las neoplasias de sarcoide y melanoma
con respecto a la piel sana mediante la cuantificaciéon y el andlisis de la densidad
inmunohistoquimica. Se determiné que la proteina WT1 se encuentra mas sobreexpresada en
la piel sana con respecto a las neoplasias de sarcoide y melanoma en donde se encuentra con
menor expresion a nivel nuclear. En cuanto a PPARPB/9, se encuentra sobreexpresado en las
neoplasias de sarcoide y melanoma con respecto a la piel sana, donde se expresa en niveles

basales.
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Tabla 7. Comportamiento de la localizacién nuclear por inmunohistoquimica de las proteinas de WT1
y PPARP/6 en las neoplasias de melanoma y sarcoide con respecto a la piel:

Localizacion Piel sana Sarcoide Melanoma

WT1 Nucl
uclear S Sb Sb

PPARP/6 Nuclear
g E S S

E: expresado S: sobreexpresado Sb: subexpresado.

5.4 RTqPCR

5.4.1 Analisis de las variantes de expresion de WT1 (17AA +/-, KTS +/-)

Se analizaron por RTqPCR las variantes de expresion diferencial de WTI, entre estas
variantes se determino el nivel de expresion relativa de los ARNm de WT1 expresion total,
WT1 (17 AA +/-) ex6én 5, WT1 (KTS +/-), los resultados se analizaron por el método 2"AA
Ct para el cual también se realizo el andlisis de expresion de f-actina como gen constitutivo
en los mismos tejidos de interés (piel sana, sarcoide y melanoma). Para el analisis del ARNm
de WTI1 expresion total, se observo una diferencia minima significativa de (P-Value de
0.0001) mediante un ANOVA tomando como nivel de significancia a (p<0.05) entre los tres

grupos de tejidos.
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Esté diferencia de medias (p<0.05) por el método de Tukey mostréo que WT1 se comporta de
forma diferente entre los tejidos de piel sana, sarcoide y melanoma, el ARNm de WT1
expresion total, se expresa mayormente en la piel sana, seguido del melanoma y

subexpresado en el sarcoide (Grafica 10).
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Grifica 10. Analisis del ARNm de WT1 expresion total. Diferencia de expresion en los tejidos de piel sana,
sarcoide y melanoma por el método 2*AA Ct, ANOVA (p<0.05) y Tukey (p<0.05).

El anélisis de expresion de la variante de empalme en el exén 5 (17 AA +/-) de WT1 no
mostré diferencia minima significativa mediante un andlisis de varianza con un nivel de
confianza de (p<0.05), por lo tanto, se considera que la expresion del ARNm de WT1 ES +/-
es similar en los tejidos de piel sana, sarcoide y melanoma equino con un (P-value = 0.514).
Sin embargo, existe una diferencia numérica en los diferentes grupos, donde la tendencia es
mayor en la piel sana (5.021 UER), posteriormente el melanoma (3.29 UER) y por tltimo el
sarcoide (1.54 UER). (Gréfica 11).
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Grifica 11. Expresion del ARNm de la variante WT1 ES en tejidos equinos. No se observaron diferencias
significativas entre grupos; la expresion fue mayor en piel sana, seguida de melanoma y sarcoide.

La isoforma de WT1 (KTS +/-) tampoco mostrd una diferencia minima significativa al
realizar el andlisis de varianza entre los grupos de sarcoide, piel sana y melanoma equino,
con un nivel de significancia de (p<0.05), para este analisis el resultado de P-Value fue (P-
Value = 0.661), por lo que su comportamiento es similar entre los tres grupos. La tendencia
numeérica en esta isoforma muestra que el ARNm de la isoforma KTS se encuentra expresado
en los tres diferentes tejidos, mayormente en la piel sana (3.502 UER), seguido del sarcoide
(2.126 UER) y posteriormente en las neoplasias de melanoma equino (2.126UER), (Gréfica
12).
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Grifica 12. Expresion del ARNm de la variante WT1 KTS en tejidos equinos. No se observaron diferencias
significativas entre grupos; la expresion fue mas alta en piel sana, seguida de sarcoide y melanoma.

5.4.2 Analisis de la metilacion de WT1 Exoén 1 por RTqPCR

En el exdn 1, se encuentra el promotor de WT1, cuya region se encuentra asociada a la
metilacion del ADN, siendo una variante de expresion diferencial importante de identificar,
el andlisis de esta region mediante una prueba de ANOVA (p<0.05) no mostr6 diferencia
minima significativa entre los tres grupos de tejidos para el ARNm de WT1 exén 1, P-Value
para este andlisis fue de (P-Value = 0.149). Por otra parte, si existe una diferencia numérica
en la que podemos encontrar que WT1 El, se encuentra a nivel basal en la piel sana (0.00
UER), subexpresado en el sarcoide (-3.733 UER) y subexpresado en el melanoma (- 4.714
UER) (Gréfica 13).
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Grifica 13. Expresion del ARNm de la variante WT1 Exén 1 en tejidos equinos. No se observaron
diferencias significativas; se registré expresion basal en piel sana y subexpresion en sarcoides y melanomas.

5.4.3 Analisis de la expresion de PPARB/6 por RTqPCR

Otra de las variantes de la expresion diferencial es por medio de la interaccion que
putativamente pudiese estar existiendo entre PPARB/d y WTI, se ha propuesto que esta
interaccion genera una regulacion negativa de WT1, por lo que se analiz6 la expresion de
PPARJ/3 y se correlaciond con la expresion en los tejidos de piel sana, sarcoide y melanoma,
el ANOVA para este analisis mostr6 un (P-Value = 0.072), considerando un nivel de
significancia de (p<0.05), a pesar de que no hay diferencia estadistica significativa de
expresion entre las medias de los tres grupos de tejidos para el ARNm de PPARP/S, si existe
una diferencia numérica que muestra una expresion positiva mayor en el melanoma (4.130
UER), seguido del sarcoide donde PPARP/S se expresa ligeramente menos con (3.344 UER)
y mostrandose subexpresado en la piel sana con (-1.007 UER), (Grafica 14).
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Grifica 14. Analisis de la expresion del ARNm de la variante de PPARP/6. Numéricamente PPARPB/S se
encuentra sobre expresado en las neoplasias de melanoma, seguido de las neoplasias de sarcoide y sub
expresado en la piel sana de equinos

5.4.4 Correlacion de los mecanismos de expresion diferencial de WT1 en
piel sana sarcoide y melanoma equino.

Los resultados finalmente obtenidos para el andlisis de las variantes involucradas en la
expresion diferencial de WT1 se resumen en la Tabla 8, en la cual se puede observar el
comportamiento mediante el andlisis del ARNm de cada una de ellas. El ARNm de WT1
expresion total se encuentra sobreexpresado en la piel sana, subexpresado en el sarcoide y
expresado en el melanoma. La variante del ES se encuentra igualmente expresada en la piel
sana, en el sarcoide y en el melanoma, también la variante KTS se encuentra expresada en
los tres tejidos. Por otra parte, el analisis de la metilacion en el Exén 1 demostré que se
encuentra en nivel basal en la piel sana, subexpresado en el sarcoide y en las neoplasias de
melanoma. Para la variante de expresion diferencial mediada por la interaccion con PPARPB/o
observamos que se encuentra subexpresado en la piel sana, sobreexpresado en el sarcoide y

melanoma. (Tabla 8).
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Tabla 8 Comportamiento de las variantes de expresién diferencial de WT1:

Variante Piel sana Sarcoide Melanoma
WT1 Ex Total S Sb E

E5 E E E
KTS (+) E E E

E1 (Metilacion) B Sh Sh
PPAR-B/6 Sb S S

B: basal, E: expresado, S: sobreexpresado, Sb: subexpresado.
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6. DISCUSION

La identificacion clinica e histopatologica de las neoplasias ayudan al diagndstico, prondstico
y tratamiento, pero sobre todo a tener un mejor panorama y ampliar las consideraciones para
un abordaje adecuado. Existen diferentes localizaciones de acuerdo con el tipo de neoplasia,
grados de malignidad y agresividad, por lo que esto debe ser considerado para generar un
protocolo de tratamiento oportunamente. Particularmente en los sarcoides se logrd
categorizar y relacionar las lesiones tipicas clinicas con las lesiones histopatoldgicas
encontradas en las neoplasias de los pacientes remitidos con respecto a reportes o hallazgos
documentados por otros autores. El sarcoide oculto, presenta caracteristicas histopatologicas
muy similares a los sarcoides verrucosos, sin embargo, en este estudio se destaca la
infiltracion de células hacia los 6rganos anexales en la dermis, asi como la hiperplasia
epidérmica en las lesiones ocultas a diferencia de las lesiones verrucosas. En cuanto a las
lesiones verrucosas resalta la hiperqueratosis y uno de los hallazgos mas sobresalientes
encontrados fue la formacion de vortices, no solo sobre las fibras de colagena como lo
reportado por Funiciello & Roccabianca en el 2020, sino que ademads estos vortices se
observaron sobre vasos sanguineos con exuberantes fibras de colagena a su alrededor, que
denotan una estructura caracteristicamente engrosada. Por otra parte, en el sarcoide oculto,
sobresale la formacion de zonas apoptdticas sobre la region basal de la epidermis, reportado
en otras neoplasias como en el melanoma y los sarcoides fibroblésticos ulcerados, no asi en
sarcoides nodulares donde la epidermis no presenta tantos cambios patoldgicos ni lesiones
ulcerativas externas. Los hallazgos obtenidos en los sarcoides fibroblésticos coinciden con
los cambios histopatologicos reportados por Knottenbelt y colaboradores en el 2015,
presentando una alta tasa de células inflamatorias infiltrativas sobre el tejido de granulacion
y la hiperplasia de células fibroblasticas con tejido mixomatoso exuberante, que en principio
dificultan el diagnostico histopatoldgico, razéon por la que coincidimos en que es mas
conveniente utilizar el inmunomarcaje en busca de la proteina E del VPB tipo 1, debido a la

falta del patron repetitivo clasico de los sarcoides.

60



Los melanocitos no mantienen el pigmento melanocitico en paquetes celulares, estos la
envuelven en las vesiculas y la expulsan hacia las células epidérmicas, normalmente hacia
los queratinocitos o hacia los fibroblastos dérmicos o células epiteliales (Knottenbelt, 2019),
en nuestros hallazgos observamos a las células dendriticas y macréfagos circundantes de
forma tipica, tal y como lo han reportado otros autores, es importante destacar que la
donacidon de vesiculas hacia los sebocitos y las células epiteliales tanto de los foliculos pilosos
como las gldndulas anéxales no se encuentran reportados, la melanina gruesa fagocitada por
los melandfagos también es un hallazgo que se mantiene en comun entre la melanomatosis
dérmica y los nddulos localizados de melanomas dérmicos (Moore et al., 2013), donde
resalta esta caracteristica en comun. Es importante mencionar que existen muy pocos casos
reportados en la literatura de nevos melanociticos sin pigmento en la especie equina en
contraste a las neoplasias en humanos. En este estudio se realizdé la identificacion
histopatologica de una neoplasia de nevo melanocitico de células poligonales en forma de
huso mitético, se encontrd una tasa de mitosis alta con pleomorfismo leve y la formacion de
nddulos con migracion de células melanociticas de la base de la epidermis hacia la dermis
superficial, cambios celulares histopatoldgicos caracteristicos del nevo azul celular reportado
por Knottenbelt y colaboradores en el 2015. Durante este estudio no se logré identificar
ningun caso de sarcoide mixto y sarcoide maligno anaplasico, en cuanto a la presentacion
clinica de melanomatosis dérmica se obtuvieron bloques de tejido embebido en parafina y
cortes histologicos en los cuales logramos identificar las caracteristicas histopatologicas en
tejido de vasos sanguineos e infiltracion de melanocitos posterior al blanqueamiento con
permanganato de potasio, cuyo tratamiento facilitd la identificacion de las caracteristicas
celulares y la tasa de mitosis en este tipo de neoplasia, es destacable ya que este
procesamiento es de mucha importancia para el diagndstico histopatoldgico en los
melanomas no solo en otras especies sino que también facilitan el diagnostico en neoplasias
melanociticas en equinos.

El gen WTT1 es considerado un objetivo terapéutico y de diagnostico dual de acuerdo con su
contexto bioldgico, su comportamiento se basa en sus funciones oncogénicas y supresoras,
cumple funciones biologicas y moleculares especificas en la piel y sus componentes
celulares. Las isoformas de 62 KDa, 54-56 KDa se localizan en el nucleo celular y se han

relacionado con la capacidad de mediar la represion transcripcional y estan asociadas a una
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funcion supresora en los tejidos sanos. Las proteinas WT1 62 KDa y 54-56 KDa se
encuentran ligadas al dominio -NH2 y sugieren sitios de iniciacion traslacional alternativos
que poseen actividad como factores transcripcionales de genes supresores de tumores en los
aminoacidos 180 al 294, asociados en la activacion transcripcional y desde los aminoacidos
84 al 179 asociado con la represion. (Dallosso et al, 2004). Diversos estudios han examinado
la presencia de WTI1 en miultiples tumores: Tumores del sistema gastrointestinal y
pancreatico, 6érganos genitales, mama, pulmoén, cerebro piel, tejidos blandos y hueso por
hallazgos inmunohistoquimicos. Un estudio realizado por (Nakatsuka et al., 2006) utilizaron
el inmunomarcaje con anticuerpos dirigidos a la region amino y carboxilo terminales (6F-
H2) y (C-19) respectivamente, y detectaron el anticuerpo (C-19) en el 35-100% de los
tumores y con el anticuerpo (6F-H2) detectaron del 5-88% de los casos. En ese estudio
concluyeron en que la diferencia en la inmunorreactividad entre C-19 y 6F-H2 podria deberse
a los empalmes aberrantes y la desregulacion por las alteraciones en la expresion génica de
WT1 (Nakatsuka et al., 2006). En el tumor de cdncer mamario canino (CBT), con la finalidad
de vincular a WTT1 con la actividad oncogénica se realizé el analisis de neoplasias de cancer
de mama canino benigno y maligno en el que detectaron la presencia de WT1, asi como la
presencia en la glandula mamaria sana, encontraron la evidencia de localizacion nuclear,
contraste a la existencia de abundante inmunorreactividad citoplasmatica positiva en biopsias
de tumor de cancer mamario maligno (Carranza et al., 2019). Por otra parte, se sugiere que
el hallazgo positivo para WT1 en la inmunohistoquimica como factor transcripcional, se debe
presentar a nivel nuclear, no asi en neoplasias, donde la fosforilacién del dominio de unioén
al ADN de WT]1 altera la afinidad del ADN y como consecuencia la retencion de WT1 en el
citoplasma (Nakatsuka et al., 2006). En nuestro estudio se sugiere un fenomeno similar ya
que en nuestros hallazgos encontramos una presencia abundante de la proteina WT1 en la
piel sana a nivel nuclear y citoplasmatico, contrario a la presencia limitada de la proteina
WTI en las neoplasias de sarcoide y melanoma a nivel nuclear. De igual forma pensamos
que la relacion con la presencia en citoplasma se debe a la utilizacion del anticuerpo
monoclonal 6F-H2, que como se sabe reconoce un sitio que abarca desde el primer
aminoacido al 181, nuestros hallazgos demuestran que WT1 en la piel sana del equino se
encuentra en mayor proporcion localizado a nivel nuclear, en relacion con las neoplasias de

sarcoide y melanoma, consideramos que su deteccion pudiera estar influencia por los
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diferentes mecanismos de expresion diferencial en las neoplasias de melanoma y sarcoide
equino lo que sugiere fuertemente que WT1 se encuentra llevando a cabo una funcién como
supresor tumoral en la piel sana de equinos. De los mecanismos de expresion diferencial de
WTI que existen, uno de los mas sobresalientes es la interaccion que existe con el gen PPAR-
/6, cuyo gen estd involucrado en un mecanismo correpresor con el receptor X de retinoides,
el cual reprime la actividad promotora de WT1 tras unirse a un oligonucledtido de 26 pb
ubicado en el promotor de WT1, este promotor abarca a partir de una secuencia de 767 pb,
involucrando la region -513 a la region + 254 nucledtidos de WT1 (Wagner et al,.2003b) y
(Michiels et al,. 2010). Existe una caracterizacion del gen del receptor activado por
proliferador de peroxisomas beta delta de caballos (PPAR B/8) un regulador conocido de la
B-oxidacion, la transformacion de la fibra muscular y la resistencia a la carrera, en el cual
demostraron que los dominios dedo de zinc C4 y el dominio de unioén al ligando, estan bien
conservados en el caballo (Cho et al., 2015). En nuestros resultados coincidimos con lo
reportado por (Rangel 2017) en donde se demuestra la expresion heterogénea de la proteina
PPAR-B/6 en la piel sana de equinos que involucra diferentes estructuras de la piel como; las
células basales de la epidermis, foliculos pilosos, glandulas sebaceas y sudoriparas. En
nuestros resultados encontramos que la proteina PPAR-B/6 se encuentra en mayor
abundancia en las neoplasias de sarcoide y melanoma de equinos con relacion a la piel sana.
Para fortalecer estd asociacion correlacionamos la expresion de PPAR-B/6 y WTI en los
tejidos de piel sana contra sarcoide y melanoma equino, donde encontramos que existe
diferencia minima significativa de expresion (p<0.05) en donde PPAR-B/6 se comporta
similar en las neoplasias (sobre expresado) con relacion a la piel sana. Esto sugiere una
inhibicion de la expresion de WT1 limitada por PPAR-B/3 en las neoplasias de melanoma y
de sarcoide de equinos. Datos obtenidos por Tafur en el 2021, comprueban la expresion del
ARNm de PPAR-B/d en muestras de piel sana de caballos con acondicionamiento fisico, los
cuales muestran mayor expresion del ARNm de PPAR-B/8 con relacion a caballos sin
acondicionamiento fisico, también se compararon los niveles de expresion de PPAR-/5 en
melanomas de equinos y se demostr6 que existe un aumento de expresion en melanomas con
respecto a la piel sana. Por RTqPCR buscamos una correlacion en la expresion del ARNm
de PPAR-f3/5 en la piel sana en contraste a las neoplasias de sarcoide y melanoma, en este

analisis no se encontrd diferencia estadistica significativa (p<0.05) entre las medias de los
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tres grupos, pero si una diferencia numérica que muestra una mayor expresion de PPAR-B/0
en los tejidos de melanoma y sarcoide con respecto a la piel sana. Ademas de la interaccion
con PPAR-B/6, WT1 genera diferentes sitios funcionales en los que destacan: los dominios
de reconocimiento del ADN y ARN por 4 dedos de zinc en la region carboxilo terminal, cuyo
dominio se encuentra localizado a nivel nuclear, la ausencia de tres aminoacidos KTS (lisina,
treonina y serina) en el exén 9 lo relacionan como un factor transcripcional para genes
supresores de tumores, ademas de un dominio represor en el exén 5 vinculado a insercion de
17aa, un dominio de activacion y represion ligado a la region amino terminal, asi como un
dominio de auto asociacioén (Scharnhorst et al., 2001) (Zhang et., al 2020). En un estudio
detectaron sitios aberrantes metilados en el primer intron del gen WT1 sobre las islas CpG
asociadas con el silenciamiento transcripcional de genes supresores de tumores en las
neoplasias, en células MCF-7 y MDA-MB-231 de cancer de mama y pacientes con cancer
de mama primario. La hipermetilacion se asoci6 con el silenciamiento de la expresion del
ARNm de WTI longitud completa en células de cancer de mama en los cuales los niveles de
ARNm de WTT1 conocidos de 3.0kb disminuyeron significativamente o no fueron detectados
en algunas células, este proceso se restaurd parcialmente tras ser tratadas con un agente
desmetilante, posterior al tratamiento se expresd una transcripcion de WT1 de 2.5 Kb en
niveles altos, este proceso lo confirmaron tras disefiar cebadores que amplifican un fragmento
del exén 1 de 274 pb para comparar la expresion por RT-PCR en las células de MDA-MB-
231, dicho fragmento derivado del exén 1 no fue detectado en las células cancerigenas no
tratadas con el agente desmetilante desoxicitidina C. Un estudio realizado por Marin en el
2021 analiz6 la expresion del ARNm de WT1 expresion total en la piel sana de caballos de
diferentes tonalidades de piel, demostrando que WT1 se encuentra mayormente expresado
en la piel de equinos diferentes a la oscura. También se analiz¢ la diferencia de expresion de
WTTI expresion total en neoplasias de melanoma de diferentes tamafios y se encontr6 que el
ARNm de WTTI se expresa en el melanoma, siendo mayor la expresion en tumores menores
a 2 cm 2 En este estudio se busco la diferencia de expresion del ARNm de diferentes sitios
funcionales de WT1 en la piel sana; expresion total, Exén 5, KTS y la region metilante del
exon 1, se compararon las expresiones con las neoplasias de melanoma y sarcoide y se
identifico que en la piel sana de equinos existe la expresion del ARNm de todas las variantes

analizadas de WT1. Se encontr6 que existe mayor expresion de WT1 expresion total en la
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piel sana, ademas de la expresion del exon 5 y la isoforma KTS. Por otra parte, se identificd
que existe una expresion a nivel basal del fragmento esperado de la region dirigida a la isla
CPG del ex6n 1 (posicion 361-785). En la neoplasia de sarcoide equino el ARNm de WT1
expresion total se encontr6 subexpresado al igual que el fragmento esperado del exonl, las
isoformas KTS y ES se expresaron en niveles bajos en comparacion con la piel sana en esta
neoplasia. En la neoplasia de melanoma equino las variantes de expresion total, ES y KTS
se expresaron en niveles bajos en comparacion con la piel sana, sin embargo, el fragmento
esperado del exén 1 demostré una marcada subexpresion en relacion con el resto de las
variantes, asi como en relacion con la piel sana. El ARNm de PPAR-/3 por otra parte se
encontrd sobreexpresado en las neoplasias y no en la piel sana, cabe destacar que la
interaccion que existe entre PPAR-B/6 y WTI1 se da en la actividad promotora de un
oligonucleétido de 26 pb en el promotor de WT1 que involucra una secuencia de 767 pb
desde la region -513 hasta a la + 254 nucleétidos de WT1(Wagner et al., 2003a), y que
posterior a ella se encuentra la isla CpG en el exon 1(Laux et al., 1999), por lo que los
resultados de expresion para la secuencia esperada del exon 1 para el andlisis de la metilacion

pudiese estar influenciado por la inhibicion de PPAR-B/ previo a este sitio.
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7. CONCLUSIONES

En funcion de la apariencia morfologica relacionamos los niveles de agresividad
histopatologica con la sobreexpresion de PPAR-B/6, por lo que podriamos considerar que
PPAR-B/6 funciona como un marcador diagndstico para las variantes clinicas de sarcoide y
melanoma equino. WT1 se encuentra expresado en la piel sana de equinos y su localizacion
nuclear lo vinculan con una funcién como supresor tumoral.

Los mecanismos de regulacion diferencial de WT1 en las neoplasias de melanoma y sarcoide
equino, generan una atenuacion de la expresion completa de WT1, la cual es influenciada por
un mecanismo de metilacion en el exon 1, que afecta su expresion en los tumores.

Otra posibilidad es que este mecanismo de regulacion diferencial en los tumores se debe a
un proceso regulado por la presencia de la proteina PPAR-B/6 al influir en la transcripcion
de la proteina tipica de WT1 limitando asi su funcion supresora.

Seria importante que futuros estudios pudieran enfocarse en diferenciar entre estos
mecanismos de expresion diferencial y detectar la interaccion fisica entre WT1 y PPAR-/9.
Por otra parte, la secuenciacion del gen WT1 en la piel sana de equino, sarcoide y melanoma,

seria muy util para definir su estado en estos tejidos.
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