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Resumen

El carcinoma de células escamosas cutaneo (CCEC) es uno de los tumores malignos mas frecuentes de la piel de los
caninos. El estudio de las moléculas de sefializacién desreguladas durante el proceso de carcinogénesis epidérmica
puede ayudar a identificar objetivos moleculares adecuados para el desarrollo de nuevas terapias para pacientes
caninos. La evidencia reciente sugiere que la expresion desregulada de YAP, el principal efector de la via de
sefializacion Hippo, esta involucrada en el desarrollo y la progresion de los CCEC en humanos. En el presente estudio
se describe el patron de expresion inmunohistoquimico de YAP en muestras caninas de epidermis normal (n=15),
epidermis preneoplasica (n=10) y CCEC (n=140), utilizando micromatrices de tejidos. Los resultados demuestran que
YAP tiene una expresion baja en la epidermis canina normal, mientras que su expresion aumenta durante el proceso
de carcinogénesis epidérmica. Esta evidencia emergente sugiere que la activacion en forma persistente de YAP puede
representar uno de los eventos clave durante la progresién de los CCEC al desregular las funciones celulares en las
gue esta implicada la via de sefializacion Hippo. Estos hallazgos proporcionan informacion valiosa que sefiala a la
proteina YAP como un potencial objetivo terapéutico.

Introduccioén y objetivos:

El carcinoma de células escamosas cutaneo (CCEC) es uno de los tumores malignos mas frecuentes de la piel de los
caninos 12, El estudio de las moléculas de sefializacion desreguladas durante el proceso de carcinogénesis epidérmica
puede ayudar a identificar objetivos moleculares adecuados para el desarrollo de nuevas terapias para pacientes
caninos. La evidencia reciente sugiere que la expresién desregulada de YAP, el principal efector de la via de
sefializacion Hippo, esta involucrada en el desarrollo y la progresién de los CCEC en humanos3#. Por otra parte, para
realizar un aporte de relevancia clinica en oncologia es necesario que las moléculas sean evaluadas en un gran nimero
de muestras tumorales de diferentes pacientes en condiciones idénticas y estandarizadas, para lo cual puede utilizarse
la técnica de micromatrices de tejidos incluidos en parafina (MMT). En el presente estudio se describe el patron de
expresién inmunohistoquimico de YAP en muestras caninas de epidermis normal (EN), epidermis preneoplasica (EP)
y CCEC, utilizando MMT.

Materiales y Métodos:

Se recuperaron los blogues de tejidos fijados en formalina e incluidos en parafina correspondientes a EN (n=17), EP
(n=12) y CCEC (n=150) caninos 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 las MMT utilizando
un marcador indeleble bajo observacion microscépica. EI método utilizado en la construccion de las MMT fue el
descripto por Hewitt (2004)5, utilizando un arrayer de tejido semiautomatico (TM Arrayer TM, Pathology Devices, Inc.)
y un didmetro de nicleo de 1 mm. Una vez finalizadas las MMT, se obtuvieron secciones de 5 um que fueron coloreadas
con H-E para evaluar la calidad de las MMT; solo 2/17 de los nlcleos de EN, 2/12 de los nucleos de EP y 10/150 de
los nucleos de CCEC debieron ser excluidos analisis posteriores debido a su dafio o pérdida durante el procesamiento.
Posteriormente, se obtuvieron nuevas secciones de 5 um para IHC, la cual se realiz6 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 andlisis de imagenes disponibles en el software ImageScope (Leica Biosystems Imaging Inc.).
Las diferencias en la reactividad inmunohistoquimica entre los diferentes grupos se analiz6 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

En la EN se observé un nimero bajo de células epidérmicas positivas para YAP con una expresion limitada al
citoplasma de unas pocas células del estrato granuloso. En 10/10 (100%) de las muestras de EP y 114/140 (81.42%)
de las muestras de CCEC se observo un elevado numero de células epidérmicas positivas para YAP. La inmunotincién
de YAP mostré una expresion citoplasmatica y ocasionalmente nuclear localizada en los estratos de células basales y
espinosas tanto en la EP como en los CCEC. Ademas, en los CCEC se observé que la expresion de YAP fue mas
notable a lo largo de los bordes invasivos de la neoplasia. En concordancia con el hecho de que YAP mostr6 una mayor
reactividad a favor de EP y CCEC, la prueba de Kruskall-Wallis mostrg diferencias significativas en el porcentaje de
células positivas para YAP entre las muestras de EN y EP (P <0.0001), asi como también entre EN y CCEC (<0.0001).
Discusién y conclusiones

Los resultados demuestran que la activacion en forma persistente de YAP es un evento frecuente durante la progresion
de los CCEC en caninos. En este contexto, la expresion desregulada de YAP puede representar uno de los eventos
clave durante la carcinogénesis epidérmica al desregular las funciones celulares en las que esta implicada la via de
sefializacion Hippo, similar a lo previamente informado en humanos®4. Estos hallazgos proporcionan informacion
valiosa que sefiala a la proteina YAP como un potencial objetivo terapéutico, por lo que la investigacion dirigida a
modular esta via de sefializacion para el beneficio terapéutico de los pacientes con CSCC caninos puede progresar de
manera razonadab.
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