Expresion del principal efector de la via de sefializacion Hippo en los papilomas cutaneos caninos
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Resumen
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Los papilomas cutaneos (PC) son neoplasias epidérmicas comunes en los caninos generalmente asociadas a la
infeccion por el virus del papiloma canino. Si bien la mayoria de los PC tienen un comportamiento benigno y sufren
regresion espontanea, las lesiones mdltiples o la falta de regresion pueden causar problemas graves en algunos
pacientes. Entre las moléculas cuya actividad esta desregulada durante el proceso de tumorigénesis, a partir de
diferentes modelos murinos se demostré que la activacion persistente de YAP, el principal efector de la via de
sefializacion del Hippo, tiene un papel central en el desarrollo y progresion de los PC. En el presente estudio se evalud
el patron de expresion por inmunohistoquimica de YAP en 36 muestras caninas de PC mediante el uso de una
micromatriz de tejidos. Los resultados demuestran que la expresién de YAP se encuentra aumentada en los PC
caninos. Estos hallazgos sugieren que la actividad desregulada del efector principal de la via de sefializacion Hippo
representa uno de los eventos clave en la patogenia de los PC caninos, sefialando a la proteina YAP como un posible
objetivo molecular para el desarrollo de nuevas terapias en estos pacientes.

Introduccion:

Los papilomas cutaneos (PC) son neoplasias epidérmicas comunes en los caninos generalmente asociadas a la
infeccién por el virus del papiloma canino’2. Si bien la mayoria de los PC tienen un comportamiento benigno y sufren
regresiéon espontanea, las lesiones muiltiples o la falta de regresion pueden causar problemas graves en algunos
pacientes®. Entre las moléculas cuya actividad esta desregulada durante el proceso de tumorigénesis, a partir de
diferentes modelos murinos se demostré que la activaciéon persistente de YAP, el principal efector de la via de
sefializacion del Hippo, tiene un papel central en el desarrollo y progresion de los PC#. En el presente estudio se evalud
el patrén de expresion por inmunochistoquimica (IHQ) de YAP en 36 muestras caninas de PC mediante el uso de una
micromatriz de tejidos (MMT).

Materiales y Métodos:

Se recuperaron los blogues de tejidos fijados en formalina e incluidos en parafina correspondientes a PC caninos (n=41)
de los archivos del Laboratorio de Patologia Especial Veterinaria, FCV, UNLP (periodo 2006-2014). Sobre cada una de
las secciones coloreadas con hematoxilina y eosina (H-E), correspondiente a cada muestra, se realiz6 la marcacion de
las areas de tejido de interés para la posterior construccién de la MMT utilizando un marcador indeleble bajo
observacién microscopica. El método utilizado en la construccion de la MMT fue el descripto por Hewitt (2004)5,
utilizando un arrayer de tejido semiautomético (TM Arrayer TM, Pathology Devices, Inc.) y un diametro de nicleo de 1
mm. Una vez finalizada la MMT, se obtuvieron secciones de 5 pm que fueron coloreadas con H-E para evaluar la
calidad de la MMT; solo 5/41 de los nucleos de PC debieron ser excluidos analisis posteriores debido a su dafio o
pérdida durante el procesamiento. Posteriormente, se obtuvieron nuevas secciones de 5 ym para IHC, la cual se realizo
utilizando un anticuerpo primario contra YAP (YAP, rabbit polyclonal antibody, diluido 1:200; Cell Signaling
Technologies). Para el revelado se utilizé un anticuerpo secundario biotinilado, el complejo de avidina-biotina y como
cromégeno 3,3'-diaminobenzidina. Todas las secciones se escanearon a 40x usando el Aperio CS ScanScope (Leica
Biosystems Imaging Inc.) y se cuantificaron usando los algoritmos de analisis de imagenes disponibles en el software
ImageScope (Leica Biosystems Imaging Inc.). Las diferencias en la reactividad inmunohistoquimica entre los PC y los
controles de piel canina normal se analizé mediante la prueba de Kruskall-Wallis para poblaciones no gaussianas
(ANOVA no paramétrico) seguida de la prueba posterior de Dunn (software Statgraphics, con un valor de P < 0,05 y
una confianza del 95%).

Resultados

La evaluaciéon IHQ reveld un elevado nimero de células epidérmicas positivas para YAP en 31/36 (86%) muestras de
PC. Lainmunotincién de YAP mostré una expresion citoplasmatica y, ocasionalmente, nuclear localizada en los estratos
de células basales y espinosas. Un hallazgo interesante fue que la mayoria de las células con una expresion intensa
de YAP eran queratinocitos con la presencia de efectos citopaticos compatibles con la infecciéon por papilomavirus
canino. Cuando el porcentaje de células positivas cuantificados en los casos de PC se evalud frente a los controles de
epidermis normal, la prueba de Kruskall-Wallis mostré diferencias significativas para la expresién de YAP (<0.0001).
Discusién y conclusiones

Los resultados demuestran que la expresion de YAP se encuentra aumentada en los PC caninos. Estos hallazgos
sugieren que la actividad desregulada de la via de sefializacion Hippo representa uno de los eventos clave en la
patogenia de los PC en los pacientes caninos, similar a lo previamente informado en ratones*. Estos hallazgos sefialan
a la proteina YAP como un posible objetivo molecular para el desarrollo de nuevas terapias para los pacientes caninos
con PC.
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