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RESUMEN  

 

 

 

 

La epidermis está expuesta a agresiones ambientales sostenidas tales como la radiación 

ultravioleta, los carcinógenos químicos y las infecciones virales. Como resultado, el 

queratinocito epidérmico tiene un riesgo aumentado de adquirir alteraciones genéticas y 

epigenéticas que le permitan impulsar la progresión hacia un fenotipo celular tumoral. El 

tipo de tumor epidérmico que se desarrolle, así como también su comportamiento biológico, 

será el reflejo de la actividad desregulada de distintas vías de señalización celular. En este 

sentido, el estudio de los mecanismos moleculares desregulados durante el proceso de 

carcinogénesis epidérmica en los caninos puede proporcionar dianas terapéuticas adecuadas 

para el desarrollo de nuevas terapias para los pacientes con neoplasias de la epidermis 

interfolicular (NEIF). Por lo tanto, el propósito de este estudio fue evaluar el patrón de 

expresión inmunohistoquímico de diferentes moléculas implicadas en procesos celulares 

claves (pEGFRTyr1068, pAktSer473, pS6Ser235/236, Ki-67, PTEN, YAP, β-catenina, E-cadherina, 

CK5 y p63) en muestras de epidermis normal, epidermis preneoplásica, papilomas cutáneos 

y carcinomas de células escamosas cutáneos de caninos mediante el uso de micromatrices 

de tejidos. Los resultados demuestran que las moléculas de señalización implicadas en la vía 

de señalización PI3K/Akt/mTOR se activan con frecuencia en las NEIF caninas, pero que 

esta activación puede ser independiente de la activación del EGFR. Además, se encontró la 

expresión desregulada de YAP, β-catenina y E-cadherina en la mayoría de las NEIF. 

Finalmente, se demuestra, mediante la evaluación conjunta de p63/CK5, que las células 
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madre epidérmicas desempeñan un papel importante durante el proceso de carcinogénesis 

epidérmica. Estos hallazgos demuestran que las NEIF caninas pueden albergar alteraciones 

complementarias en múltiples moléculas de señalización que convergen para impulsar la 

adquisición de un fenotipo maligno en los queratinocitos. Esta información emergente 

proporciona un marco molecular adecuado para el desarrollo de nuevas terapias basadas en 

objetivos moleculares para los pacientes caninos con NEIF. 

 

Palabras claves: MMT; mTOR; Objetivos terapéuticos; Piel canina; Tumores 

epidérmicos en perros.  
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ABSTRACT  

 

 

 

 

The epidermis is subject to sustained environmental assaults, including ultraviolet 

irradiation, chemical carcinogens, and the entry of viruses. As a result, the epidermal 

keratinocyte has a high risk of acquiring genetic and epigenetic alterations that allow it to drive 

the progression towards a specific tumor cell phenotype. The type of epidermal tumor that 

develops, as well as its biological behavior, will be the reflection of the dysregulated activity 

of different cell signaling pathways. In this regard, the study of the dysregulated molecular 

mechanisms during the epidermal carcinogenesis process in dogs can provide adequate 

therapeutic targets for the development of novel therapies for canine patients with interfolicular 

epidermal tumors (IFET). Therefore, the purpose of this study was to evaluate the 

immunohistochemical expression pattern of different molecules involved in key cellular 

processes (pEGFRTyr1068, pAktSer473, pS6Ser235/236, Ki-67, PTEN, YAP, β-catenin, E-cadherin, 

CK5 and p63) in samples of normal epidermis, preneoplastic epidermis, cutaneous papillomas 

and cutaneous squamous cell carcinomas of dogs by using tissue microarrays. The results show 

that the signaling molecules involved in the PI3K/Akt/mTOR signaling pathway are frequently 

activated in canine IFET, but that this activation can be independent of the EGFR activation. 

Furthermore, the dysregulated expression of YAP, β-catenin and E-cadherin was identified in 

some IFET. Finally, it is demonstrated, through the evaluation of p63/CK5, that the epidermal 

stem cells play an important role during the process of epidermal carcinogenesis. These findings 

show that canine IFET can harbor complementary alterations in multiple signaling molecules 
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that converge to drive the acquisition of a malignant phenotype in epidermal keratinocytes. This 

emerging information of the nature of the dysregulated signaling networks in canine IFET can 

provide a molecular framework for the future development of novel mechanism-based therapies 

for IFET canine patients. 

 

Keywords: Epidermal tumors in dogs; Canine epidermis; mTOR; TMA; Target 

therapies. 
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CAPÍTULO I 

Introducción 

 

 

 

 

La epidermis, al ser la capa más externa de la piel, constituye la barrera de protección 

primaria del organismo frente a factores ambientales tales como la radiación ultravioleta, los 

carcinógenos químicos y las infecciones virales (Owens y Watt, 2003). El tipo celular 

predominante de la epidermis, el queratinocito epidérmico, define la estructura de esta barrera 

a través de un programa de diferenciación terminal (Suter y col., 1997). Durante la 

diferenciación epidérmica normal, las células madre ubicadas en el estrato basal producen 

células amplificadoras de tránsito, que se dividen un número limitado de veces para luego 

retirarse del ciclo celular y comprometerse con la diferenciación terminal (Fuchs y Raghavan, 

2002). De este modo, las células en las que ocurre el proceso de diferenciación se desprenden 

de la lámina basal y se desplazan hacia el exterior a través de los sucesivos estratos 

epidérmicos -estratos espinoso, granuloso y córneo- para, por último, desprenderse de la 

superficie de la piel (Fuchs y Raghavan, 2002). Debido a que el crecimiento y la 

diferenciación de los queratinocitos epidérmicos se excluyen mutuamente, la regulación de 

la proliferación en estas células está directamente vinculada a la regulación de su 

diferenciación  (Suter y col., 1997). 

Como resultado de las agresiones ambientales sostenidas, los queratinocitos 

epidérmicos tienen un riesgo elevado de adquirir mutaciones potencialmente oncogénicas 



Tesis Doctoral - Berenice Liyare Sanz Ressel  2 
 

(Owens y Watt, 2003). Sin embargo, dado que la mayoría de las células que adquieren 

mutaciones se pierden a través del proceso normal de diferenciación terminal, solo los 

residentes a largo plazo de la epidermis, como las células madre basales o su descendencia 

inmediata, tienen la capacidad de acumular la cantidad de impactos genéticos y epigenéticos 

necesarios para producir la formación de un tumor epidérmico (Owens y Watt, 2003). El tipo 

de tumor epidérmico que se desarrolle, así como también su comportamiento biológico, será 

el reflejo de los cambios genéticos y epigenéticos presentes en el queratinocito epidérmico 

y, en consecuencia, de la actividad desregulada de distintas vías de señalización celular que 

le permitirán impulsar la progresión hacia un determinado tipo celular tumoral (Owens y 

Watt, 2003).  

En los caninos, las neoplasias cuyo origen es la epidermis interfolicular (neoplasias de 

la epidermis interfolicular, NEIF) incluyen al papiloma cutáneo (PC), al carcinoma de células 

basales cutáneo, al carcinoma basoescamoso cutáneo y al carcinoma de células escamosas 

cutáneo (CCEC) (Goldschmidt y Hendrick, 2008). Entre estos tumores, cobran particular 

importancia clínica el PC y el CCEC (Goldschmidt y Goldschmidt, 2016; Miller y col., 2013). 

El PC es una lesión proliferativa benigna de la epidermis común en los caninos 

generalmente asociada con la infección del virus del papiloma canino (canine papilloma 

virus, CPV) (Miller y col., 2013). La infección por CPV puede ser determinada mediante la 

observación de coilocitos en los estratos epidérmicos espinoso y granuloso; estas células son 

queratinocitos alterados por la infección viral, caracterizados por un citoplasma claro y un 

núcleo picnótico (Gross y col., 2005). Si bien la mayoría de los PCs tienen un 

comportamiento benigno y sufren una regresión espontánea dentro de los tres meses 

posteriores a su desarrollo, los PCs múltiples o la falta de regresión espontánea pueden causar 

problemas graves en algunos pacientes. Asimismo, la progresión del PC a carcinoma de 
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células escamosas fue informada en caninos en varios estudios (Bregman y col., 1987; Callan 

y col., 2005; Goldschmidt y col., 2006; Schwegler y col., 1997; Watrach y col., 1970; Zaugg 

y col., 2005). Aunque diferentes terapias han sido utilizadas para los PCs, la extirpación 

quirúrgica ha demostrado ser la más efectiva hasta ahora (Lange y Favrot, 2011). 

El CCEC representa una de las neoplasias malignas más comunes de la piel de los 

caninos, en el que las células muestran diversos grados de diferenciación hacia queratinocitos 

(Goldschmidt y Goldschmidt, 2016; Gross y col., 2005). El desarrollo de los CCECs se ha 

asociado con varios factores, entre los que cobra particular importancia la exposición crónica 

al sol, la falta de pigmento en la epidermis y la presencia de una capa de pelo muy escasa en 

el sitio de desarrollo del tumor (Goldschmidt y Goldschmidt, 2016). Por lo general, los 

CCECs inducidos por la radiación ultravioleta son precedidos por una lesión pre-neoplásica 

denominada queratosis actínica (QA) (Gross y col., 2005). Sin embargo, no todos los CCECs 

son inducidos por la exposición crónica al sol y, en ese caso, pueden situarse en cualquier 

parte del cuerpo (Gross y col., 2005). Los CCECs son localmente invasivos por lo que 

producen una infiltración gradual y, en consecuencia, la pérdida de los tejidos subyacentes 

(Gross y col., 2005). Los informes sobre metástasis son escasos y, en general, refieren a que 

ocurren en forma tardía en el curso de la enfermedad. Sin embargo, en los CCECs de algunas 

localizaciones anatómicas, tales como los del lecho ungueal, las metástasis son más 

frecuentes debido a que estos tumores tienen un comportamiento mucho más agresivo 

(Goldschmidt y Goldschmidt, 2016; Gross y col., 2005; Miller y col., 2013; Wobeser y col., 

2007). Aunque diferentes terapias han demostrado tener éxito contra la enfermedad local, los 

CCECs quirúrgicamente no resecables, así como los CCECs avanzados, tienen un mal 

pronóstico (Goldschmidt y Goldschmidt, 2016; Hauck, 2012; Miller y col., 2013). 
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En este sentido, la investigación dirigida a esclarecer cómo la actividad desregulada de 

las moléculas de señalización contribuye al desarrollo y progresión de las NEIF en los 

caninos podría ayudar a identificar objetivos moleculares adecuados para el desarrollo de 

nuevos enfoques terapéuticos en estos pacientes. Sin embargo, una evaluación de la 

bibliografía evidencia que pocos investigadores se han dedicado al estudio de las vías de 

señalización involucradas en procesos celulares claves en la epidermis canina normal, así 

como tampoco al estudio de los procesos desregulados durante el proceso de carcinogénesis 

epidérmica en esta especie (Bongiovanni y col., 2011; João y col., 2011). De hecho, la 

información disponible sobre cómo las moléculas involucradas en las vías de señalización 

regulan los cambios progresivos en el destino celular del queratinocito epidérmico durante la 

carcinogénesis, desde la proliferación ligeramente desregulada hasta la malignidad completa, 

se limita principalmente a modelos murinos de carcinogénesis cutánea (Amornphimoltham 

y col., 2008, 2004; Segrelles y col., 2002; Woodworth y col., 2000; Zanconato y col., 2015; 

Zhang y col., 2011) y, en menor medida, al estudio de las moléculas de señalización en la 

epidermis humana normal y neoplásica (Chen y col., 2009; Debaugnies y col., 2018; Einspahr 

y col., 2012; Jia y col., 2016; Nazmi y col., 1990; Reis-Filho y col., 2002). 

Por otra parte, para realizar un aporte de relevancia clínica en oncología es necesario 

que las moléculas más importantes se evalúen en un gran número de muestras de tejido de 

diferentes pacientes en condiciones idénticas y estandarizadas. Entre las diferentes 

tecnologías disponibles para el análisis de múltiples muestras de tejidos en forma simultánea, 

cobra particular importancia la técnica de micromatrices de tejido embebidos en parafina 

(MMT) (Hewitt, 2004; Molinolo y col., 2007). Las MMT son plataformas de alto rendimiento 

construidas mediante la obtención de biopsias cilíndricas a partir de decenas a cientos de 

bloques de parafina donantes, las cuales son incorporadas en un único bloque de parafina 
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receptor (Kononen y col., 1998). Por lo tanto, una sección obtenida a partir de esta matriz 

contiene múltiples muestras de tejido representativas de los diferentes casos, sobre la cual se 

pueden aplicar las mismas técnicas que se usarían sobre una sección de tejido convencional 

(Hewitt 2004; Kononen y col., 1998). De este modo, las MMT permiten ahorrar tiempo y 

materiales, así como también reducir la variabilidad de los experimentos (Hewitt, 2004). 

Estas ventajas hicieron que la técnica de MMT se convirtiera en una herramienta esencial en 

el campo de la oncología humana, en la que ha permitido la detección rápida y rentable de 

biomarcadores de utilidad diagnóstica, pronóstica y predictiva (Hewitt, 2012, 2009; Kononen 

y col., 1998). Sin embargo, existen relativamente pocos informes sobre el uso de las MMT 

en medicina veterinaria (Hammer y col., 2007; Higgins y col., 2010; Keller y col., 2007; 

Khanna y col., 2002; Muscatello y col., 2015; Sanz Ressel y col., 2017; Silva y col., 2016; 

Wohlsein y col., 2012), y ninguno de estos explora el uso de esta técnica en el estudio de la 

expresión de las moléculas de señalización relevantes en las NEIF caninas. 

 

I. 1. Moléculas de señalización celular en la epidermis normal y neoplásica 

I. 1. 1. EGFR 

El receptor de factor de crecimiento epidérmico (epidermal growth factor receptor, 

EGFR), es un receptor de superficie celular perteneciente a la familia de receptores con 

actividad intrínseca de tirosina quinasa (Sibilia y col., 2007). La activación del EGFR 

conduce a su dimerización y, en consecuencia, a la transactivación de los dominios con 

actividad tirosina quinasa mediante la fosforilación en múltiples residuos de tirosina 

específicos, entre los que se destaca el residuo 1068 (Downward y col., 1984). Una vez 

activado, el EGFR estimula a distintas vías de señalización descendentes que intervienen en 
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procesos celulares claves tales como la proliferación y la diferenciación de los queratinocitos 

epidérmicos (Sibilia y col., 2007).  

La información disponible sobre el patrón de expresión del EGFR en la epidermis 

normal se limita principalmente a los humanos, donde este receptor está localizado 

fundamentalmente en el estrato basal de células madre proliferativas, para reducir su 

expresión gradualmente en los sucesivos estratos epidérmicos (Groves y col., 1992; Nanney 

y col., 1984). Sin embargo, la determinación de la forma fosforilada del EGFR en el residuo 

de tirosina 1068 (phosophorylated EGFR in Tyr 1068, pEGFRTyr1068), que representa la forma 

activa de este receptor, no fue explorada en la epidermis normal de ninguna especie. En la 

epidermis normal de los caninos, en particular, tampoco se estudió el patrón de expresión de 

la forma no fosforilada del EGFR.  

Respecto a la expresión del EGFR durante el proceso de carcinogénesis epidérmica, la 

sobreexpresión de este receptor se relacionó con el desarrollo de los PCs mediante un modelo 

murino de carcinogénesis cutánea (Woodworth y col., 2000). De modo similar, la expresión 

desregulada del EGFR fue relacionada con el desarrollo y progresión de los CCECs humanos 

(Kikuchi y col., 1990; Nazmi y col., 1990). Sin embargo, la determinación de la forma activa 

del EGFR durante la carcinogénesis cutánea no ha sido previamente evaluada en ninguna 

especie. En este sentido, la información disponible sobre la sobreexpresión del pEGFRTyr1068 

en carcinomas de células escamosas está limitada a lo informado en carcinomas de cabeza y 

cuello en humanos (Molinolo y col., 2007). En caninos, en particular, no se hallaron estudios 

que investigaran el rol del EGFR en el proceso de carcinogénesis epidérmico. 
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I. 1. 2. Vía de señalización PI3K/Akt/mTOR 

La activación de la vía de señalización fosfatidilinositol-3-quinasa/Akt/objetivo de la 

rapamicina en mamíferos (phosphatidylinositol-3-kinase/Akt/mammalian target of 

rapamycin, PI3K/Akt/mTOR) es a menudo el resultado de la activación de los receptores de 

factores de crecimiento, como el EGFR. Este receptor tiene la capacidad de promover la 

activación de la PI3K, la cual se encarga de fosforilar al fosfatidilinositol-4,5-bisfosfato 

(PIP2), generando fosfatidilinositol-3,4,5-trisfosfato (PIP3). Posteriormente, el PIP3 

provoca el reclutamiento de Akt a la membrana plasmática y la fosforilación de esta proteína 

en el residuo treonina 308 (phosphorylated Akt in Thr 308, pAktThr308) por PDK1 (3-

phosphoinositide-dependent protein kinase-1, PDK1) (Stephens y col., 1998). La activación 

de Akt conduce a la estimulación de la vía de señalización de mTOR y, posteriormente, la 

fosforilación de Akt en el residuo serina 473 (phosphorylated Akt in Ser 473, pAktSer473) por 

mTOR (Hresko y Mueckler, 2005; Sarbassov y col., 2005). Akt es una serina/treonina quinasa 

que controla procesos celulares claves tales como la progresión del ciclo, el crecimiento y las 

decisiones del destino como la diferenciación, la supervivencia o la muerte por apoptosis, 

mediante la activación de diferentes proteínas diana entre las que cobra particular importancia 

mTOR. Esta última, es una serina/treonina quinasa atípica que fosforila importantes 

reguladores de la traducción eucariota como la p70-S6-quinasa, que a su vez se encarga de 

fosforilar a la proteína ribosómica S6 en el residuo serina 235/236 (phosphorylated S6 in Ser 

235/236, pS6Ser235/236), el último objetivo de esta vía de señalización (Luo y col., 2003).  

En condiciones normales, la actividad de la vía de señalización PI3K/Akt/mTOR está 

estrictamente controlada por distintas moléculas que actúan como reguladores negativos. 

Entre estas, tiene particular importancia la fosfatasa y homólogo de tensina (phosphatase and 

tensin homolog, PTEN), una fosfatidilinositol-3-fosfatasa que interrumpe la señalización de 
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PI3K al desfosforilar PIP3 a PIP2 (Luo y col., 2003); y el complejo de esclerosis tuberosa 

1/2 (tuberous sclerosis complex 1/2, TSC1/TSC2), una proteína que regula negativamente la 

actividad del complejo mTOR al inactivar, mediante la activación de una guanosina 

trifosfatasa, al homólogo de Ras enriquecido en cerebro (Ras homolog enriched in brain, 

Rheb) (Laplante y Sabatini, 2012).  

Además, la vía de señalización de PI3K/Akt/mTOR puede ser activada por moléculas 

que, si bien no están directamente implicadas con esta vía, interactúan con algunas de sus 

proteínas efectoras. Entre estas moléculas se destacan: la proteína asociada al sí (yes-

associated protein, YAP), una molécula de señalización de la vía Hippo; la β-catenina, una 

molécula de adhesión intercelular y de señalización de la vía Wnt; y, finalmente, la E-

cadherina, una molécula de adhesión intercelular (Brouxhon y col., 2014; Inoki y col., 2006; 

Moroishi y col., 2015). 

La activación de la vía de señalización de PI3K/Akt/mTOR mediante la determinación 

de la expresión de dos de sus objetivos descendentes más relevantes, Akt y S6, ha sido 

analizada en la epidermis normal de ratones, donde se encontró una expresión limitada 

principalmente a los estratos suprabasales (O’Shaughnessy y col., 2007; Squarize y col., 

2010). A su vez, en la epidermis humana normal, la expresión de PTEN, el principal 

regulador negativo de esta vía de señalización, estuvo confinada al estrato basal, con una 

reducción gradual de su expresión hacia los queratinocitos terminalmente diferenciados 

(Tsao y col., 2003). Sin embargo, en la epidermis canina normal, ninguna de las moléculas 

implicadas en la vía de señalización de PI3K/Akt/mTOR y, por lo tanto, tampoco el estado de 

activación de esta vía, han sido previamente estudiadas.  

Por otra parte, la activación persistente de la vía de señalización PI3K/Akt/mTOR 

demostró tener un papel central en el desarrollo y la progresión de los PCs en distintos 
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modelos murinos de carcinogénesis cutánea (Amornphimoltham y col., 2008, 2004), así 

como también en los CCECs humanos (Chen y col., 2009; Einspahr y col., 2012; 

Karayannopoulou y col., 2013). Además, la disminución de la expresión de PTEN ha sido 

implicada en la progresión de neoplasias epidérmicas en ratones por ser responsable de que 

se produzca un incremento en la actividad de la vía de señalización de PI3K/Akt/mTOR 

(Segrelles y col., 2002). En este sentido, la vía de señalización PI3K/Akt/mTOR recibió una 

atención considerable ya que el uso de inhibidores de mTOR han mostrado resultados 

preclínicos y clínicos prometedores en el tratamiento de algunos cánceres, incluido los PCs 

y los CCECs en diferentes modelos murinos de carcinogénesis cutánea (Amornphimoltham 

y col., 2008, 2004; Athar y Kopelovich, 2011; Checkley y col., 2014, 2011). Sin embargo, 

ninguna de las moléculas implicadas en la vía de señalización PI3K/Akt/mTOR ha sido 

evaluada previamente en las NEIF caninas. 

 

I. 1. 3. YAP 

La activación de la vía de señalización Hippo, uno de los principales reguladores de la 

proliferación celular y la apoptosis, conduce a la fosforilación de YAP, su principal efector. 

En consecuencia, confina a esta proteína al citoplasma para su posterior degradación. Cuando 

la vía de señalización Hippo esta inactiva, YAP puede translocarse al núcleo donde actúa 

como co-activador de la transcripción de genes que promueven la proliferación celular 

(Moroishi y col., 2015). A su vez, entre las moléculas cuya transcripción es inducida por YAP 

se encuentra la de un microARN que inhibe la traducción de PTEN, lo que provoca la 

activación de la vía de señalización PI3K/Akt/mTOR y, en consecuencia, de los procesos 

celulares que esta vía regula (Tumaneng y col., 2012).  
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La información disponible sobre la expresión de YAP en la epidermis normal se limita 

principalmente a los ratones, donde esta proteína mostró una localización nuclear en las 

células del estrato basal y citoplasmática en los queratinocitos más diferenciados (Beverdam 

y col., 2013; Schlegelmilch y col., 2011). Recientemente, una expresión similar se encontró 

en la epidermis normal de humanos (Debaugnies y col., 2018). Sin embargo, la expresión de 

YAP no ha sido previamente determinada en caninos. 

Por otra parte, la sobreexpresión de YAP se correlacionó tanto con el desarrollo de los 

PCs mediante un modelo murino de carcinogénesis cutánea (Zanconato y col., 2015), como 

así también con la progresión de los CCECs humanos (Jia y col., 2016; Zhang y col., 2011). 

Sin embargo, la expresión de esta molécula no ha sido estudiada en las NEIF caninas. 

 

I. 1. 4. β-catenina  

La β-catenina desempeña un papel central tanto en las uniones intercelulares adherentes, 

como también en la señalización canónica de la vía Wnt. En la piel normal, la β-catenina 

recién sintetizada primero satura el complejo del que forma parte en las uniones adherentes, 

donde mantiene una estrecha relación con las proteínas transmembrana denominadas E-

cadherinas. El exceso de β-catenina libre en el citoplasma es fosforilado por la enzima 

glucógeno sintasa quinasa 3β (Glycogen synthase kinase, GSK3β). Esta fosforilación, marca 

a la molécula para su posterior degradación (Alonso y Fuchs, 2003). Por su parte, la 

activación de la vía de señalización canónica de Wnt conduce a la inhibición de la enzima 

GSK3β y, en consecuencia, a la inhibición de la fosforilación de la β-catenina citoplasmática. 

La β-catenina no fosforilada se transloca al núcleo, donde promueve la expresión de genes 

implicados en la proliferación y supervivencia celular (Alonso y Fuchs, 2003). A su vez, la 

inhibición de GSK3β producida por la activación de la vía de señalización Wnt no solo 
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provoca un incremento de la β-catenina citoplasmática, sino que también previene la 

inducción del TSC, un inhibidor de mTOR, lo que conduce a la activación de la vía de 

señalización PI3K/Akt/mTOR (Inoki y col., 2006). 

La expresión de β-catenina fue evaluada previamente en la epidermis canina normal, 

donde mostró una localización limitada principalmente a la membrana de las células del 

estrato basal, espinoso y granuloso (Bongiovanni y col., 2011). A su vez, la reducción/pérdida 

de la marcación de membrana de β-catenina se relacionó con la adquisición del fenotipo 

maligno en los CCECs caninos (Bongiovanni y col., 2011). Sin embargo, la evaluación de la 

expresión de β-catenina en otras NEIF caninas de importancia clínica no ha sido realizada. A 

su vez, dado que esta molécula mantiene una estrecha relación con la E-cadherina, el estudio 

en forma conjunta de β-catenina/E-cadherina puede brindar mayor claridad respecto al rol 

que desempeñan estas moléculas en el proceso de carcinogénesis epidérmica en los caninos. 

 

I. 1. 5. E-cadherina 

La E-cadherina es una glicoproteína de transmembrana que desempeña un papel central 

en las uniones celulares adherentes. Ésta glicoproteína posee un dominio citoplasmático 

estrechamente relacionado con el citoesqueleto por medio de cateninas, entre ellas la β-

catenina, así como también un dominio extracelular que interactúa con las E-cadherinas de 

la célula a la cual se une (Suter y col., 1997). 

La expresión de E-cadherina ha sido evaluada previamente en la epidermis normal de 

caninos adultos mediante inmunofluoresencia (Bizikova y col., 2011). A su vez, la 

disminución/pérdida de la expresión de E-cadherina ha sido relacionada con la adquisición 

de un fenotipo maligno en los CCECs caninos (João y col., 2011). Sin embargo, la 

evaluación de la expresión de E-cadherina en otras NEIF caninas de importancia clínica no 
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ha sido realizada. A su vez, como se mencionó en la sección de β-catenina, el estudio en 

forma conjunta E-cadherina/β-catenina puede brindar mayor claridad al rol que desempeñan 

estas moléculas en el proceso de carcinogénesis epidérmica en los caninos.  

 

I. 1. 6. p63/CK5 

La proteína p63, un factor de transcripción homólogo de la proteína p53, desempeña un 

papel fundamental en el mantenimiento de la población de células madre basales 

epidérmicas (Pellegrini y col., 2001; Yang y col., 1999), así como también en el compromiso 

con la diferenciación terminal de los queratinocitos (Mills y col., 1999; Yang y col., 1999). 

En este sentido, varias líneas de evidencia señalan que p63 interviene en la regulación de la 

expresión de marcadores asociados con la diferenciación de epitelios escamosos 

estratificados como la citoqueratina 5 (CK5) (Mills y col., 1999; Yang y col., 1999). Esta 

citoqueratina, uno de las principales constituyentes del citoesqueleto de los queratinocitos 

epidérmicos, tiene como función principal la de brindar estabilidad mecánica a las células 

de los estratos basal y  espinoso (Moll y col., 2008). De este modo, la evaluación de p63 en 

forma conjunta con la CK5 ha cobrado un particular interés como marcadores de 

diferenciación escamosa en el diagnóstico de los CCECs pobremente diferenciados 

(Kaufmann y col., 2001; Reis-Filho y col., 2003). 

La información disponible sobre la expresión de la proteína p63 en la epidermis normal, 

así como también en las NEIF más frecuentes, está principalmente limitada a la especie 

humana (Di Como y col., 2002; Parsa y col., 1999; Reis-Filho y col., 2002; Sakiz y col., 

2009). En caninos, la expresión de p63 ha sido determinada en la epidermis normal (Saraiva 

y col., 2008), pero no en las NEIF. Respecto a la expresión de p63 en forma conjunta con 

CK5, la información disponible está limitada a las NEIF humanas (Kaufmann y col., 2001; 
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Reis-Filho y col., 2003). En caninos, en particular, la expresión de p63/CK5 ha sido evaluada 

únicamente en glándula mamaria (Ramalho y col., 2006). 

 

I.2 Objetivos  

I.2.1 Objetivos generales:  

Contribuir a la comprensión de los procesos de proliferación celular, diferenciación 

celular e invasión en la patogenia de las NEIF en caninos.  

 

I.2.2 Objetivos específicos:  

(1) Evaluar el patrón de expresión de marcadores de proliferación celular, diferenciación 

celular e invasión en las NEIF y establecer su relación con indicadores histopatológicos de 

malignidad en caninos.  

(2) Evaluar el estado de activación de diferentes moléculas implicadas en las vías de 

señalización celular para determinar algunos de los mecanismos moleculares desregulados 

implicados en el desarrollo y la progresión de las NEIF en caninos. 

(3) Identificar algunas de las moléculas de señalización cuya actividad desregulada podrían 

representar objetivos moleculares adecuados para el desarrollo de nuevos enfoques 

terapéuticos en las NEIF en caninos.  

(4) Determinar marcadores inmunohistoquímicos aplicables al estudio de lesiones 

preneoplásicas y neoplásicas de la epidermis interfolicular en caninos.  

 

I.3 Hipótesis 

Las NEIF expresan moléculas que pueden relacionarse con su comportamiento 

biológico. 
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CAPÍTULO II 

Materiales & Métodos 

 

 

 

 

II. 1. Muestras de tejido 

A partir de los archivos del Laboratorio de Patología Especial Veterinaria Dr. Bernardo 

Epstein, Facultad de Ciencias Veterinarias, Universidad Nacional de La Plata, se 

recuperaron los bloques de tejidos fijados en formalina e incluidos en parafina 

correspondientes a epidermis preneoplásica (EPN), PC y CCEC de caninos. Asimismo, se 

recolectaron datos clínicos relevantes correspondientes a la raza, la edad y el sexo de los 

caninos, así como también al diagnóstico inicial y la localización anatómica de las lesiones. 

Las muestras de tejidos, fijadas con formol tamponado neutro al 10%, fueron ingresadas al 

Laboratorio de Patología Especial Veterinaria en el periodo 2006-2014, donde se procesaron 

rutinariamente, se incluyeron en parafina y se tiñeron con hematoxilina y eosina (H-E) para 

su posterior diagnóstico histopatológico. Con el fin de determinar la idoneidad del tejido 

para la inclusión en este estudio y corroborar el diagnóstico histopatológico previo, las 

secciones teñidas con H-E pertenecientes a cada muestra fueron re-evaluadas. Luego de 

realizar la observación de las secciones coloreadas con H-E se seleccionaron 12 casos de 

EPN (QA y epidermis displásica contigua a CCEC), 41 casos de PC y 150 casos de CCEC. 

Por otra parte, se tomaron muestras de piel de caninos ingresados al Servicio de 

Anatomía Patológica, Laboratorio de Patología Especial Veterinaria, que no presentaban 
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alteraciones en el manto piloso para ser utilizados como controles de epidermis normal (EN). 

Las muestras fueron procesadas rutinariamente para su inclusión en parafina y su posterior 

coloración con la técnica de H-E. Luego de realizar la observación de las secciones 

coloreadas con H-E se seleccionaron 17 muestras de EN. 

Por último, se seleccionaron 10 bloques de parafina adicionales correspondientes a 

tejidos normales (piel de perro, hígado humano, ganglio linfático de perro, tiroides humana 

y cerebelo humano) y tejidos neoplásicos (piel de perro, piel humana, glándula mamaria de 

perro, pulmón humano y colon humano) para ser incluidas en cada micromatriz como 

controles de la técnica de inmunohistoquímica (Hewitt, 2004; Molinolo y col., 2007). Los 

bloques de parafina correspondientes a tejidos humanos se obtuvieron del Tissue Array 

Research Program, National Cancer Institute, National Institutes of Health, Bethesda, 

Maryland, Estados Unidos. 

 

II. 2. Diseño y construcción de las micromatrices de tejidos  

Se diseñaron y construyeron cuatro MMT de acuerdo con la metodología descripta por 

Hewitt (2004), utilizando un arrayer de tejido semiautomático (TMArrayer TM, Pathology 

Devices, Inc.) y un diámetro de aguja de perforación de 1 mm. 

Sobre cada una de las secciones coloreadas con H-E, correspondiente a cada bloque de 

tejido incluido en parafina donante, se procedió a la marcación de las áreas de tejido de 

interés utilizando un marcador indeleble verde bajo observación microscópica. Luego, se 

ordenó cada bloque donante con su sección correspondiente para la posterior construcción 

de la matriz. A continuación, se construyó un bloque de parafina receptor utilizando un 

molde específico y parafina bajo punto de fusión. El bloque de parafina receptor se colocó 

entonces en el arrayer de tejido y se procedió a la construcción de la MMT. Sobre un soporte 
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específico se ubicó el bloque donante y sobre éste la sección coloreada con H-E 

correspondiente. El conjunto formado por soporte-bloque donante-sección coloreada con H-

E se alineó de forma tal que el área de interés marcada sobre el portaobjetos se ubicara debajo 

de la aguja de perforación. Se retiró el portaobjetos y se procedió a la obtención de una 

biopsia cilíndrica (núcleo) a partir del bloque de parafina donante. Se retiró el soporte que 

contenía el bloque donante y se procedió a reinsertar el núcleo contenido en la aguja de 

perforación en el bloque de parafina receptor. Este procedimiento se repitió con cada uno de 

los bloques donantes. Una vez finalizada la inserción de los núcleos de interés, se colocó la 

MMT en una estufa a 37 °C durante 10 min y se presionó su superficie. Este último 

procedimiento se repitió tres veces. Finalmente, se realizó el templado de la MMT en una 

estufa a 37 °C. 

A partir de cada MMT, se obtuvieron secciones de 5 μm que se colorearon con H-E 

para realizar un análisis general de la matriz, evaluar la conservación del tejido y la calidad 

de cada núcleo. Posteriormente, se obtuvieron secciones de 5 μm que se colocaron en 

portaobjetos de vidrio cargados positivamente para estudios inmunohistoquímicos. 

 

II. 3. Inmunohistoquímica 

II. 3.1. Inmunohistoquímica 

La técnica de inmunohistoquímica se realizó utilizando anticuerpos contra  

pEGFRTyr1068 (phosphorylated EGFR in Tyr1068, rabbit monoclonal antibody, prediluido; 

Biocare Medical, Pacheco, CA, USA), pAktSer473 (phosphorylated Akt in Ser473, rabbit 

monoclonal antibody, diluido 1:50; Cell Signaling Technologies, Danvers, MA, USA), 

PTEN (tumor suppressor, mouse monoclonal antibody, prediluido; Biocare Medical, 

Pacheco, CA, USA), β-catenina (β-catenin, rabbit monoclonal antibody, diluido 1:100; Cell 
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Signaling Technologies, Danvers, MA, USA), E-cadherina (E-cadherin, rabbit monoclonal 

antibody, diluido 1:400; Cell Signaling Technologies, Danvers, MA, USA), YAP (YAP, 

rabbit polyclonal antibody, diluido 1:200; Cell Signaling Technologies, Danvers, MA, 

USA). Todos los anticuerpos seleccionados se probaron previamente en muestras relevantes 

de EN y CCEC caninos para establecer las condiciones óptimas para su uso. El control 

negativo del ensayo incluyó portaobjetos procesados para IHQ en los que se omitió el 

anticuerpo primario. 

Los portaobjetos conteniendo las secciones de cada MMT se colocaron en una estufa 

a 65 °C durante 30 min para fundir la parafina. Luego se sumergieron en Safeclear II (Fisher 

Scientific, Hampton, NH, USA) para el desparafinado durante 5 min (tres veces) y se 

hidrataron a través de pasajes sucesivos en alcoholes de graduación decreciente. Para 

bloquear la peroxidasa endógena, los portaobjetos se incubaron en peróxido de hidrógeno al 

3% en alcohol 70% durante 30 min y se lavaron con agua destilada durante 5 min, tres veces. 

Para la recuperación antigénica, los portaobjetos se colocaron en un recipiente con citrato 

sódico 10 mM y se calentaron en un microondas durante 20 min (2 min al 100% de potencia 

y 18 min al 20% de potencia). Los portaobjetos se dejaron enfriar durante 15 min a 

temperatura ambiente, se lavaron una vez con agua destilada y luego tres veces con solución 

salina tamponada con fosfato (phosphate buffered saline, PBS). Las secciones se incubaron 

en solución de bloqueo (albúmina sérica bovina al 2,5% en PBS) durante 30 min a 

temperatura ambiente. El exceso de solución se descartó y las secciones se incubaron con el 

anticuerpo primario diluido en solución de bloqueo a 4 °C durante la noche. Después de 

lavar con PBS, los portaobjetos se incubaron secuencialmente con el anticuerpo secundario 

biotinilado (de acuerdo con el anticuerpo primario utilizado: Biotinylated Goat Anti-Rabbit 

IgG Antibody, BA-1000, diluido 1:400; Vector Laboratories, Burlingame, CA, USA; ó 
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Biotinylated Goat Anti-Mouse IgG Antibody, diluido 1:400; Vector Laboratories, 

Burlingame, CA, USA) durante 30 min. Las secciones se lavaron con PBS durante 5 min 

(tres veces) y se incubaron con el complejo de avidina-biotina (VECTASTAIN® Elite® 

ABC Kit, PK-6100; Vector Laboratories, Burlingame, CA, USA) durante 30 min a 

temperatura ambiente. Los portaobjetos se lavaron con PBS y se revelaron con 3,3'-

diaminobenzidina (3,3'-Diaminobenzidine SIGMAFAST™ tablets, D4168-50SET; Sigma 

Chemical, St. Louis, MO, USA) ó Vina Green (Vina Green™ Chromogen Kit; Biocare 

Medical, Pacheco, CA, USA) bajo control microscópico. La reacción se detuvo en agua 

destilada y los tejidos se contrastaron con hematoxilina de Mayer, se deshidrataron en 

alcoholes de graduación creciente y se montaron. 

 

II.3.2. Inmunohistoquímica de doble color 

La técnica de inmunohistoquímica de doble color se realizó utilizando anticuerpos 

contra Ki-67 (Ki-67, mouse monoclonal anti-human antibody, diluido 1:100; Dako, 

Carpinteria, CA, USA) y pS6Ser235/236 (phosphorylated S6 in Ser235/236, rabbit antibody, 

diluido 1:200; Cell Signaling Technologies, Danvers, MA, USA); p63 (p63 rabbit 

monoclonal antibody, prediluido; Biocare Medical, Pacheco, CA, USA) y CK5 (Cytokeratin 

5 Ab-1, mouse monoclonal antibody, prediluido; Thermo Fisher Scientific, Fremont, CA, 

USA). Todos los anticuerpos seleccionados se probaron previamente en muestras relevantes 

de EN y CCEC para establecer las condiciones óptimas para su uso. El control negativo del 

ensayo incluyó portaobjetos procesados para IHQ en los que se omitieron los anticuerpos 

primarios. 

El primer anticuerpo (Ki-67 o p63) se usó como se describió anteriormente (ver sección 

II.3.1 Inmunohistoquímica), pero los portaobjetos se revelaron con Deep Space Black (Deep 
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Space Black Chromogen en Deep Space Black buffer 1:50; Biocare Medical, Pacheco, CA, 

USA) bajo control microscópico. La reacción se detuvo en agua destilada y la técnica se 

continuó de la siguiente manera: los anticuerpos utilizados previamente se eluyeron con 

ácido cítrico 50 mM durante 15 minutos (dos cambios). Luego, los portaobjetos se lavaron 

minuciosamente con agua destilada y se incubaron en peróxido de hidrógeno al 3% en 

alcohol 70% durante 30 min para bloquear la peroxidasa endógena. Luego se lavaron con 

agua destilada durante 5 min (tres veces) y se incubaron en solución de bloqueo (albúmina 

sérica bovina al 2,5% en PBS) durante 30 min a temperatura ambiente. El exceso de solución 

se descartó y las secciones se incubaron con el siguiente anticuerpo primario (pS6Ser235/236 o 

CK5) diluido en solución de bloqueo a 4 °C durante la noche. Después del lavado con PBS, 

los portaobjetos se incubaron con el anticuerpo secundario (de acuerdo con el anticuerpo 

primario utilizado: Biotinylated Goat Anti-Rabbit IgG Antibody, BA-1000, diluido 1:400; 

Vector Laboratories, Burlingame, CA, USA; ó Biotinylated Goat Anti-Mouse IgG Antibody, 

diluido 1:400; Vector Laboratories, Burlingame, CA, USA) durante 30 min a temperatura 

ambiente. Los portaobjetos se lavaron con solución salina tamponada con tris (tris-buffered 

saline, TBS) durante 5 min (tres veces) y se incubaron con el complejo fosfatasa alcalina 

(VECTASTAIN® ABC-AP Staining Kit, Alkaline Phosphatase Standard, AK-5000, 1:50 

del reactivo A más 1:50 del reactivo B en albumina sérica bovina al 2,5% en TBS; Vector 

Laboratories, Burlingame, CA, USA) durante 30 min a temperatura ambiente. Luego se 

lavaron con TBS durante 5 min (tres veces) y se revelaron con Warp Red (Warp Red 

Chromogen en Warp Red buffer 1:50; Biocare Medical, Pacheco, CA, USA) bajo control 

microscópico. La reacción se detuvo con agua destilada y los tejidos se contrastaron con 

hematoxilina de Mayer, se deshidrataron en alcoholes de graduación creciente y se 

montaron. 
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II. 4. Análisis cualitativo y cuantitativo 

Para realizar el análisis cualitativo y cuantitativo de las inmunomarcaciones, los 

portaobjetos se escanearon con un aumento de 40x en el Aperio CS ScanScope (Leica 

Biosystems Imaging Inc., USA). Posteriormente, se utilizaron los algoritmos de análisis de 

imágenes de Aperio disponibles en el software de visualización de ImageScope (Leica 

Biosystems Imaging Inc., USA). En el análisis cualitativo se evaluó la intensidad, la 

localización celular y la localización dentro de la epidermis de la inmunomarcación, mientras 

que en el análisis cuantitativo se contó el número de células positivas para cada núcleo de 

tejido en cada MMT. Los resultados del análisis cuantitativo se expresaron como el 

porcentaje de células epidérmicas positivas/células totales. De acuerdo con estos resultados, 

los núcleos se dividieron en cinco categorías: 0, menos del 10% de las células teñidas; 1, 

entre 10 y 25%; 2, entre 25 y 50%; 3, entre 50 y 75%; 4, entre 75 y 100% (Molinolo y col., 

2007).  

 

II. 5. Análisis estadísticos 

Las diferencias en la reactividad inmunohistoquímica entre los grupos se analizaron 

mediante la prueba de Kruskall-Wallis para poblaciones no gaussianas (ANOVA no 

paramétrico) seguida de la prueba de Dunn (software Statgraphics, con un valor de P < 0,05 

y una confianza del 95%). 

 

II. 6. Análisis de agrupamiento jerárquico 

El análisis de agrupamiento jerárquico se realizó sobre los casos correspondientes a 

CCEC caninos. Para ello, los valores asignados en el análisis cuantitativo para cada uno de 

los casos se convirtieron en valores centrados en cero: el valor 0 se convirtió a -2; el valor 1 
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a -1; el valor 2 a 1; el valor 3 a 2; el valor 4 a 3. Estos datos convertidos fueron trasladados 

a un archivo de texto simple para luego realizar el análisis de agrupamiento jerárquico 

mediante el programa Cluster 3.0. Los resultados se visualizaron utilizando el programa 

JavaTreeView. El análisis de conglomerados se organizó en base a los marcadores 

moleculares utilizados en el eje horizontal y las muestras de CCEC en el eje vertical 

(Molinolo y col., 2007). 
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CAPÍTULO III 

Resultados 

 

 

 

 

III. 1. Información clínica 

La información clínica de las muestras incluidas en este estudio se resume en las Tablas 

1-4 (Anexo). Debido al elevado número de muestras de CCEC y PC recuperadas de los 

archivos del Laboratorio de Patología Especial Veterinaria, así como también a la 

importancia clínica de estas lesiones, se analizaron los aspectos epidemiológicos de estas 

lesiones. 

En lo que respecta a los casos de CCEC, las razas principalmente afectadas fueron 

Dogo Argentino (29/150, 19,33%), Mestizo (22/150, 14,66%), Schnauzer gigante (14/150, 

9,33%), Ovejero Alemán (10/150, 6,66%) y Rottweiler (10/150, 6,66%). La edad media de 

los perros afectados fue de 8 años (rango 2-15 años). La relación macho-hembra en la 

incidencia de esta neoplasia fue 1:1,56. Las áreas más frecuentemente afectadas fueron el 

lecho ungueal (38/150, 25,33%) y el abdomen ventral (29/150, 19,33%).  

Con respecto a los casos de PC, no se observó una predisposición racial marcada. En 

cuanto a la edad de presentación, los caninos afectados se encontraron entre los 2 meses y 

los 12 años. La relación macho-hembra en la incidencia de esta neoplasia fue 1:1,76. 

Respecto a las áreas anatómicas afectadas, si bien las localizaciones fueron diversas sin 
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observarse una predisposición marcada, la presentación más habitual fue la de lesiones 

múltiples tanto cutáneas como mucocutáneas (12/41; 29%). 

 

III. 2. Calidad de las micromatrices de tejido 

La evaluación histológica realizada mostró una buena calidad de las secciones 

obtenidas a partir de las MMT. La mayoría de los núcleos tenían muestras de tejido 

representativas. Solo 2/17 (11,76%) núcleos de EN, 2/12 (16,66%) núcleos de EPN, 5/41 

(12,19%) núcleos de PC y 10/150 (6,66%) núcleos de CCEC fueron excluidos de análisis 

posteriores debido a su daño o pérdida durante el procesamiento. La buena calidad obtenida 

de las MMT se debió principalmente a la cuidadosa selección de áreas de tejido 

representativas de los bloques de donantes, así como también al diámetro seleccionado de la 

aguja de perforación (1 mm). De hecho, este diámetro permitió un área de tejido 

representativa lo suficientemente grande como para la adecuada evaluación histológica e 

inmunohistoquímica, pero también lo suficientemente pequeña como para permitir que las 

MMT tengan un alto rendimiento. La Figura 1 muestra una sección representativa de una de 

las MMT coloreada con H-E para mostrar la buena calidad de los núcleos. 
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Figura 1. (A) Imagen de una de las MMT finalizada. (B) Sección de la MMT teñida con H-E para mostrar la 

representatividad de los núcleos de tejidos. (C) Ejemplos de núcleos de tejidos de EN, EPN, PC y CCEC teñidos 

con H-E. La barra de escala representa 4 mm (B) y 300 μm (C). 
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III. 3. EGFR 

En las muestras de EN se observó un elevado número de células epidérmicas positivas 

para pEGFRTyr1068 (Figura 2; Tabla 5, Anexo). La expresión de pEGFRTyr1068 estuvo limitada 

principalmente a la membrana y ocasionalmente al citoplasma de las células epidérmicas de 

los estratos basal y espinoso (Figura 3).  

En las muestras de EPN, así como también en la mayoría de las muestras de PC (26/36; 

72,22%), se observó un elevado número de células epidérmicas positivas para pEGFRTyr1068 

(Figura 2; Tablas 6-7, Anexo). La inmunodetección de pEGFRTyr1068 mostró un patrón de 

expresión limitado a la membrana y al citoplasma de las células epidérmicas de los estratos 

basal y espinoso (Figura 3). Un hallazgo interesante fue que todos los PCs que evidenciaron 

una expresión reducida o ausente de pEGFRTyr1068 (10/36; 27,77%) mostraron activación de 

la vía de señalización PI3K/Akt/mTOR, a juzgar por la inmunodetección positiva para 

pAktSer473 y pS6Ser235/236 en todos los casos (ver sección PI3K/Akt/mTOR).  

En las muestras de CCEC se observó un elevado número de células epidérmicas 

positivas para pEGFRTyr106 (90/140; 64%) (Figura 2; Tabla 8, Anexo). La inmunotinción de 

pEGFRTyr1068 mostró una tinción localizada en la membrana y en el citoplasma en las células 

epidérmicas de los estratos basal y espinoso. Esta expresión fue notable en las áreas más 

diferenciadas de los CCECs (Figura 3). Asimismo, se observó que todos los CCECs que 

evidenciaron una expresión reducida o ausente de pEGFRTyr1068 (50/140; 36%) mostraron 

activación de la vía de señalización PI3K/Akt/mTOR, a juzgar por la inmunodetección 

positiva para pAktSer473 y pS6Ser235/236 (ver sección PI3K/Akt/mTOR).  

Finalmente, la prueba de Kruskall-Wallis mostró diferencias significativas en el 

porcentaje de células epidérmicas positivas para pEGFRTyr1068 entre las muestras de EN y 
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EPN (P < 0,0004), mientras que no se encontraron diferencias significativas respecto a las 

muestras de PC y CCEC. 
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Figura 2. Análisis cuantitativo de la inmunohistoquímica para pEGFRTyr1068 en muestras de EN, EPN, PC y 

CCEC. Los resultados se expresaron como el porcentaje de células epidérmicas positivas/células totales. 

Puntuación: 0, menos del 10% de las células teñidas; 1, entre 10 y 25%; 2, entre 25 y 50%; 3, entre 50 y 75%; 

4, entre 75 y 100%. 
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Figura 3. (A) Inmunodetección de pEGFRTyr1068 en diferentes núcleos de matriz de EN, EPN, PC y CCEC. (B) 

Las células positivas para pEGFRTyr1068 (marrones) mostraron una fuerte tinción de membrana y, 

ocasionalmente, un patrón citoplasmático limitado al estrato epidérmico basal y espinoso en las muestras de 

EN, EPN, PC y CCEC. En los CCECs, la inmunodetección de pEGFRTyr1068 estuvo limitada principalmente a 

las áreas más diferenciadas de los tumores. La barra de escala representa 300 μm (A) y 50 μm (B). 
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III. 4. Vía de señalización PI3K/Akt/mTOR 

En las muestras de EN se observó un bajo número de células epidérmicas positivas para 

pAktSer473 y pS6Ser235/236, mientras que el número fue elevado para PTEN (Figura 4; Tabla 5, 

Anexo). pAktSer473 se expresó en el citoplasma de unas pocas células del estrato epidérmico 

granuloso, a excepción de unas escasas muestras en las que se observó un patrón 

citoplasmático y nuclear en algunas células del estrato basal (Figura 5). La inmunotinción 

doble color Ki-67/pS6Ser235/236 mostró que pS6Ser235/236 estaba restringido al citoplasma de 

algunas células epidérmicas de los estratos espinoso y granuloso, mientras que Ki-67 estaba 

restringido al núcleo de algunas células del estrato basal (Figura 5). Finalmente, la 

inmunodetección de PTEN mostró una intensa expresión citoplasmática y nuclear en las 

células epidérmicas del estrato basal, para reducir su expresión gradualmente en el estrato 

espinoso (Figura 5). 

Las muestras de EPN revelaron un elevado número de células epidérmicas positivas 

para todas las proteínas de la vía de señalización de PI3K/Akt/mTOR analizadas (Figura 4; 

Tabla 6, Anexo). pAktSer473 mostró una inmunorreactividad citoplasmática y nuclear 

localizada principalmente en el estrato de células basales, así como también en las primeras 

capas del estrato espinoso (Figura 6). La inmunodetección de pS6Ser235/236 reveló una marcada 

expresión citoplasmática en las células del estrato basal, además de la intensa expresión 

citoplasmática localizada en los estratos espinoso y granuloso observada en la EN (Figura 

6). Coincidentemente, la inmunotinción doble color Ki-67/pS6Ser235/236 mostró la coexpresión 

de pS6Ser235/236 y Ki-67 en algunas células del estrato basal, así como también en las primeras 

capas celulares del estrato espinoso (Figura 6). Finalmente, la inmunodetección de PTEN 

mostró una expresión citoplasmática en las células del estrato basal, así como también en las 

primeras capas celulares del estrato espinoso en todas las muestras de EPN (Figura 6). 
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En las muestras de PC se observó un elevado número de células epidérmicas positivas 

para todas las proteínas analizadas, excepto para PTEN (Figura 4; Tabla 7, Anexo). pAktSer473 

se expresó en un elevado número de células epidérmicas en todas las muestras de PC (36/36, 

100%). Si bien la mayoría de los PCs mostraron una expresión citoplasmática y nuclear para 

pAktSer473 limitada a las células epidérmicas de los estratos basal, espinoso y granuloso 

(32/36, 88,88%; Figura 7), unas escasas muestras revelaron una expresión citoplasmática 

únicamente en el estrato granuloso. Respecto a pS6Ser235/236, se expresó en una gran cantidad 

de células epidérmicas en todas las muestras de PC (36/36; 100%), donde reveló una intensa 

tinción citoplasmática en las células epidérmicas de los estratos basal y espinoso. 

Coincidentemente, la inmunotinción doble color Ki-67/pS6Ser235/236 mostró la coexpresión de 

pS6Ser235/236 y Ki-67 en algunas células del estrato basal y de las primeras capas del estrato 

espinoso en la mayoría de las muestras de PC (Figura 7). Un hallazgo interesante fue que 

todos los PCs evidenciaron la activación de la vía de señalización PI3K/Akt/mTOR, incluso 

aquellos que mostraron una expresión reducida o ausente de pEGFRTyr1068 (10/36; 27,77%). 

Finalmente, a pesar de que la mayoría de las muestras de PC fueron positivas para PTEN 

(Figura 7), 12/36 (33,33%) de las muestras revelaron una baja expresión de esta proteína. 

En las muestras de CCEC se observó un elevado número de células positivas para todas 

las proteínas analizadas, excepto para PTEN (Figura 4; Tabla 8, Anexo). pAktSer473 se expresó 

en un gran número de células epidérmicas en 108/140 (77,14%) de las muestras de CCEC, 

donde reveló una inmunorreactividad citoplasmática y nuclear en los estratos de células 

basales y espinosas (Figura 8). La mayoría de las muestras de CCEC (130/140, 92,85%) 

mostraron una alta expresión citoplasmática para pS6Ser235/236 localizada en el estrato basal, 

además de la intensa expresión citoplasmática localizada en los estratos espinoso y granuloso 

observada en la EN (Figura 8). Además, la inmunotinción doble color Ki-67/pS6Ser235/236 
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mostró la coexpresión de pS6Ser235/236 y Ki-67 en algunas células del estrato basal y de las 

primeras capas del estrato espinoso (Figura 8). Un hallazgo de interés fue que, la cantidad 

de muestras de CCEC con un elevado número de células positivas para AktSer473 (77,14%) 

fue un poco menor que el de positivas para pS6Ser235/236 (92,85%). Además, se observó que 

el diámetro seleccionado de la aguja de perforación permitió obtener un área tumoral lo 

suficientemente grande en la mayoría de los núcleos de CCEC para ver que la 

inmunorreactividad de pAktSer473 y pS6Ser235/236 era más notable a lo largo de los bordes 

invasivos de los tumores. Asimismo, se observó que todos los CCECs mostraron activación 

de la vía de señalización PI3K/Akt/mTOR, incluso aquellos que evidenciaron una expresión 

reducida o ausente de pEGFRTyr1068 (50/140; 36%). Finalmente, la inmunodetección de 

PTEN mostró una expresión citoplasmática en las células epidérmicas de los estratos basal 

y en las primeras capas del estrato espinoso en 110/140 (78,57%) de las muestras de CCEC 

(Figura 8). Asimismo, se observó que las muestras de CCEC que mostraron una expresión 

baja de PTEN (27/30; 90%), presentaron un gran número de células positivas para 

pS6Ser235/236. 

Finalmente, respaldando el hecho de que la mayoría de las moléculas involucradas en 

la vía de señalización PI3K/Akt/mTOR mostraron una reactividad mayor en las muestras de 

EPN, PC y CCEC, la prueba de Kruskall-Wallis mostró diferencias significativas en el 

porcentaje de células positivas entre EN y EPN para pAktSer473 (P < 0,0001), pS6Ser235/236 (P 

< 0,0001) y PTEN (P < 0,0001); entre EN y PC para pAktSer473 (P < 0,0001) y pS6Ser235/236 (P 

< 0,0001), mientras que no se encontraron diferencias significativas para PTEN; entre EN y 

CCEC para pAktSer473 (P < 0,0001), pS6Ser235/236 (P < 0,0001) y PTEN (P < 0,0113). 
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Figura 4. Análisis cuantitativo de la inmunohistoquímica para pAktSer473 (A), pS6Ser235/236 (B) y PTEN (C) en 

muestras de EN, EPN, PC y CCEC. Los resultados se expresaron como el porcentaje de células epidérmicas 

positivas/células totales. Puntuación: 0, menos del 10% de las células teñidas; 1, entre 10 y 25%; 2, entre 25 y 

50%; 3, entre 50 y 75%; 4, entre 75 y 100%. 
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Figura 5. (A) Inmunodetección de pAktSer473, Ki-67/pS6Ser235/236 y PTEN en diferentes núcleos de matriz de 

EN. (B) La tinción positiva de pAktSer473 (marrón) se limitó a algunas células del estrato granuloso (imagen 

superior), con la excepción de algunas muestras en las que la tinción positiva pAktSer473 (marrón) se limitó al 

citoplasma y ocasionalmente al núcleo de las células epidérmicas basales (imagen inferior). La doble 

inmunotinción Ki-67/pS6Ser235/236 mostró que pS6Ser235/236 (rojo) estaba restringido al citoplasma de algunas 

células de los estratos espinoso y granuloso, mientras que Ki-67 (negro) solo se detectó en el núcleo de unas 

pocas células del estrato basal. La inmunotinción para PTEN mostró reacción positiva nuclear y citoplasmática 

(marrón) en las células de los estratos basal y espinoso. La barra de escala representa 300 μm (A) y 50 μm (B). 
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Figura 6. (A) Inmunodetección de pAktSer473, Ki-67/pS6Ser235/236 y PTEN en diferentes núcleos de matriz de 

EPN. (B) La tinción positiva de pAktSer473 (marrón) se limitó principalmente al citoplasma y ocasionalmente al 

núcleo de las células epidérmicas basales. La inmunotinción doble Ki-67/pS6Ser235/236 mostró una gran cantidad 

de las células epidérmicas positivas para pS6Ser235/236 (rojo) localizadas en el estrato basal y en las primeras 

capas del estrato espinoso. Además, muchas de las células basales positivas para pS6Ser235/236 (rojo) 

coexpresaron Ki-67 (tinción nuclear negra). La inmunotinción PTEN mostró reacción positiva citoplasmática 

(marrón) en el estrato basal y primeras capas celulares del estrato espinoso. La barra de escala representa 300 

μm (A) y 50 μm (B). 
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Figura 7. (A) Inmunodetección de pAktSer473, Ki-67/pS6Ser235/236 y PTEN en diferentes núcleos de matriz de PC. 

(B) La tinción positiva de pAktSer473 (marrón) se limitó principalmente al citoplasma y ocasionalmente al núcleo 

de las células epidérmicas basales. La inmunotinción doble Ki-67/pS6Ser235/236 mostró muchas de las células 

epidérmicas positivas para pS6Ser235/236 (rojo) localizadas en el estrato basal y en las primeras capas celulares 

del estrato espinoso. Además, muchas de las células basales positivas para pS6Ser235/236 (rojo) coexpresaron Ki-

67 (tinción nuclear negra). La inmunotinción PTEN mostró reacción positiva citoplasmática (marrón) en el 

estrato basal y en las primeras capas celulares del estrato espinoso. La barra de escala representa 300 μm (A) 

y 50 μm (B). 
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Figura 8. (A) Inmunodetección de pAktSer473, Ki-67/pS6Ser235/236 y PTEN en diferentes núcleos de matriz de 

CCEC. (B) La tinción de pAktSer473 reveló una alta inmunorreactividad citoplasmática y nuclear (marrón), que 

fue aún más intensa en las áreas invasivas de los tumores. La inmunodetección de pS6Ser235/236 mostró una 

tinción citoplasmática de moderada a fuerte (roja), más notable a lo largo de los bordes invasivos de los CCECs. 

Además, la inmunotinción pS6Ser235/236 mostró que muchas de las células con fuerte tinción citoplasmática (roja) 

también se localizaban en los estratos basal y en las primeras capas del estrato espinoso. Además, muchas de 

las células basales positivas para pS6Ser235/236 (rojo) coexpresaron Ki-67 (tinción nuclear negra). La 

inmunotinción PTEN mostró una reacción positiva citoplasmática (marrón) en el estrato basal y en las primeras 

capas celulares del estrato espinoso. La barra de escala representa 300 μm (A) y 50 μm (B). 
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III. 5. YAP 

En las muestras de EN se observó un número bajo de células epidérmicas positivas para 

YAP (Figura 9; Tabla 5, Anexo). La inmunotinción de YAP reveló una expresión 

citoplasmática en unas pocas células epidérmicas del estrato granuloso (Figura 10), a 

excepción de algunas muestras en las que también se observó un patrón nuclear en algunas 

células del estrato basal. 

En las muestras de EPN, así como también en la mayoría de las muestras de PC (31/36; 

86%), se observó un gran número de células epidérmicas positivas para YAP (Figura 9; 

Tablas 6-7, Anexo). La inmunotinción de YAP mostró una inmunorreactividad 

citoplasmática y ocasionalmente nuclear localizada en las células de los estratos basal, 

espinoso y granuloso (Figura 10). Un hallazgo interesante en los PCs fue que las células con 

expresión intensa para YAP localizadas en los estratos espinoso y granuloso eran coilocitos.  

En la mayoría de las muestras de CCEC (114/140; 81,42%) se observó una gran 

cantidad de células epidérmicas positivas para YAP (Figura 9; Tabla 8, Anexo). La expresión 

de YAP tuvo una localización citoplasmática y, ocasionalmente, nuclear principalmente 

limitada a las células epidérmicas basales y espinosas (Figura 10). Particularmente, esta 

expresión fue más elevada en los pequeños cúmulos y cordones infiltrativos de células 

neoplásicas (Figura 10). 

Finalmente, la prueba de Kruskall-Wallis mostró diferencias significativas en los 

porcentajes de células positivas para YAP entre las muestras de EN y EPN (P < 0,0001), PC 

(< 0,0001), y CCEC (< 0,0001). 
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Figura 9. Análisis cuantitativo de la inmunohistoquímica para YAP en muestras de EN, EPN, PC y CCEC. Los 

resultados se expresaron como el porcentaje de células epidérmicas positivas/células totales. Puntuación: 0, 

menos del 10% de las células teñidas; 1, entre 10 y 25%; 2, entre 25 y 50%; 3, entre 50 y 75%; 4, entre 75 y 

100%. 
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Figura 10. (A) Inmunodetección de YAP en núcleos representativos de matriz de EN, EPN, PC y CCEC. (B) 

En la mayoría de las muestras de EN se observó tinción positiva de YAP (marrón) en el citoplasma de algunas 

células del estrato granuloso. En las muestras de EPN, PC y CCEC la expresión de YAP (marrón) estuvo 

limitada principalmente al citoplasma y ocasionalmente al núcleo de las células del estrato basal, espinoso y 

granuloso. La barra de escala representa 300 μm (A) y 50 μm (B). 
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III. 6. β-catenina 

En las muestras de EN se observó un gran número de células epidérmicas positivas para 

β-catenina (Figura 11; Tabla 5, Anexo). La expresión de β-catenina mostró una localización 

citoplasmática y de membrana limitada a las células de los estratos basal, espinoso y 

granuloso (Figura 12). En el estrato basal, la inmunomarcación de membrana para β-catenina 

estuvo ausente en la membrana celular adyacente a la dermis. Además, se observó una 

expresión nuclear de β-catenina en unas escasas células aisladas del estrato granuloso. 

En las muestras de EPN, así como también en la mayoría de las muestras de PC (22/36; 

61%), se observó un elevado número de células epidérmicas positivas para β-catenina 

(Figura 11; Tablas 6-7, Anexo). La inmunotinción para β-catenina estuvo localizada 

principalmente en la membrana y el citoplasma de las células de los estratos basal, espinoso 

y granuloso. Además, se observó una expresión nuclear en algunas células de los estratos 

espinoso y granuloso (Figura 12). Un hallazgo interesante en los PCs fue que muchas de las 

células con marcación nuclear positiva para β-catenina eran coilocitos (Figura 12). 

En la mayoría de las muestras de CCEC (71/140; 50,71%) se observó una gran cantidad 

de células epidérmicas positivas para β-catenina (Figura 11; Tabla 8, Anexo). La expresión 

de β-catenina tuvo una localización principalmente citoplasmática, mientras que la 

inmunomarcación de membrana se observó únicamente en las células tumorales más 

diferenciadas (Figura 12). Coincidentemente, la expresión de membrana estuvo reducida o 

ausente en los pequeños cúmulos y cordones infiltrativos de células neoplásicas. Además, 

muchas células neoplásicas mostraron también un marcaje nuclear positivo para β-catenina. 

 Por último, la prueba de Kruskall-Wallis mostró diferencias significativas en los 

porcentajes de células positivas para β-catenina entre las muestras de EN y CCEC (P < 
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0,0001), mientras que no se encontraron diferencias significativas respecto a las muestras de 

EPN y PC. 
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Figura 11. Análisis cuantitativo de la inmunohistoquímica para β-catenina en muestras de EN, EPN, PC y 

CCEC. Los resultados se expresaron como el porcentaje de células epidérmicas positivas/células totales. 

Puntuación: 0, menos del 10% de las células teñidas; 1, entre 10 y 25%; 2, entre 25 y 50%; 3, entre 50 y 75%; 

4, entre 75 y 100%. 
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Figura 12. (A) Inmunodetección de β-catenina en núcleos representativos de matriz de EN, EPN, PC y CCEC. 

(B) Las células positivas para β-catenina (marrones) mostraron una fuerte tinción de membrana y un patrón 

citoplasmático limitado a los estratos epidérmicos basal, espinoso y granuloso en las muestras de EN, EPN y 

PC. Además, en las muestras de EPN y PC se observó una expresión nuclear en algunas células de los estratos 

espinoso y granuloso. Los CCECs mostraron una expresión de β-catenina principalmente citoplasmática, 

mientras que la inmunomarcación de membrana estuvo reducida o ausente. La barra de escala representa 300 

μm (A) y 50 μm (B). 
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III. 7. E-cadherina 

En las muestras de EN se observó una elevada cantidad de células epidérmicas positivas 

para E-cadherina (Figura 13; Tabla 5, Anexo). La expresión de E-cadherina se limitó a la 

membrana y al citoplasma de las células de los estratos basal, espinoso y granuloso (Figura 

14). En el estrato basal, la inmunomarcación de membrana para E-cadherina estuvo ausente 

en la membrana celular adyacente a la dermis. 

En las muestras de EPN, así como también en la mayoría de las muestras de PC (30/36; 

83%), se observó una elevada cantidad de células epidérmicas positivas para E-cadherina 

(Figura 13; Tablas 6-7, Anexo). La expresión de esta molécula estuvo principalmente 

limitada a la membrana de las células de los estratos basal, espinoso y granuloso (Figura 14). 

Un hallazgo interesante en los PCs fue que los coilocitos mostraron una elevada expresión 

citoplasmática para E-cadherina (Figura 14).  

En la mayoría de las muestras de CCEC (113/140; 80,71%) se observó una reducida 

cantidad de células epidérmicas positivas para E-cadherina (Figura 13; Tabla 8, Anexo). La 

expresión de E-cadherina estuvo principalmente limitada a las áreas más diferenciadas de 

los tumores, donde mostró una localización de membrana en las células de los estratos basal, 

espinoso y granuloso (Figura 14). La reducción de la expresión de E-cadherina se observó 

en los pequeños cúmulos o cordones infiltrativos de células neoplásicas. 

Finalmente, la prueba de Kruskall-Wallis mostró diferencias significativas en los 

porcentajes de células positivas para E-cadherina entre la EN y los CCEC (P = 0), mientras 

que no se observaron diferencias significativas respecto a EPN y PC.  
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Figura 13. Análisis cuantitativo de la inmunohistoquímica para E-cadherina en muestras de EN, EPN, PC y 

CCEC. Los resultados se expresaron como el porcentaje de células epidérmicas positivas/células totales. 

Puntuación: 0, menos del 10% de las células teñidas; 1, entre 10 y 25%; 2, entre 25 y 50%; 3, entre 50 y 75%; 

4, entre 75 y 100%. 
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Figura 14. (A) Inmunodetección de E-cadherina en núcleos representativos de matriz de EN, EPN, PC y 

CCEC. (B) La expresión de E-cadherina (verde) estuvo localizada en la membrana y el citoplasma de las células 

de los estratos basal, espinoso y granuloso en las muestras de EN, EPN, PC y CCEC. La barra de escala 

representa 300 μm (A) y 50 μm (B). 
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III.8. p63/CK5 

 En las muestras de EN se observó una elevada cantidad de células epidérmicas positivas 

tanto para p63 como para CK5 (Figura 15; Tabla 5, Anexo). p63 se expresó en forma 

constante en los núcleos de las células epidérmicas del estrato basal, mientras que su 

expresión se redujo en forma gradual desde el estrato espinoso hacia la superficie epidérmica 

(Figura 16). Respecto a la CK5, se expresó en el citoplasma de las células de los estratos 

basal, espinoso y granuloso (Figura 16). 

En las muestras de EPN, así como también en las de PC, la expresión de p63/CK5 

estuvo conservada (Figura 15; Tablas 6-7, Anexo). p63 se expresó en forma constante en los 

núcleos de las células epidérmicas del estrato basal, mientras que su expresión se redujo en 

forma gradual desde el estrato espinoso hacia la superficie epidérmica (Figura 16). Un 

hallazgo interesante en los PCs fue que los coilocitos mostraron una fuerte expresión nuclear 

de p63. Respecto a la CK5, mostró una expresión citoplasmática en los estratos basal, 

espinoso y granuloso (Figura 16). 

En las muestras de CCEC se observaron dos patrones de expresión para p63, uno típico 

y otro atípico (Figura 15; Tabla 8, Anexo). La marcación típica se observó en 101/140 (72%) 

de las muestras de CCEC, donde p63 se expresó principalmente en los núcleos de las células 

del estrato basal, para reducir su expresión en forma gradual desde el estrato espinoso hacia 

la superficie epidérmica. En contraste, la marcación atípica se observó en el resto de los 

casos de CCEC (39/140; 28%), donde p63 reveló una tinción positiva fuerte en todos o casi 

todos los estratos epidérmicos (figura 16). De hecho, en estos CCECs la inmunorreactividad 

frente a p63 fue más intensa a lo largo de los bordes invasivos de los tumores. Con respecto 

a la expresión CK5, todos los CCECs presentaron una inmunorreactividad citoplasmática en 

las células de los estratos basal, espinoso y granuloso. 
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La prueba de Kruskall-Wallis no mostró diferencias significativas en los porcentajes de 

células positivas para p63 entre los diferentes grupos de muestras, así como tampoco para 

CK5. 
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Figura 15. Análisis cuantitativo de la inmunohistoquímica para p63 (A) y CK5 (B) en muestras de EN, EPN, 

PC y CCEC. Los resultados se expresaron como el porcentaje de células epidérmicas positivas/células totales. 

Puntuación: 0, menos del 10% de las células teñidas; 1, entre 10 y 25%; 2, entre 25 y 50%; 3, entre 50 y 75%; 

4, entre 75 y 100%. 
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Figura 16. (A) Inmunodetección de p63 y CK5 en núcleos representativos de matriz de EN, EPN, PC y CCEC. 

(B) En las muestras de EN, EPN y PC las células epidérmicas positivas para p63 mostraron una tinción nuclear 

(negro) localizada en el estrato basal, con una reducción de la expresión en los sucesivos estratos epidérmicos. 

En los CCECs se observaron dos patrones de tinción, uno típico y otro atípico. La imagen muestra el patrón 

atípico con una tinción positiva para p63 (negro) en todos o casi todos los estratos epidérmicos. La expresión 

de CK5 (rojo) estuvo limitada al estrato basal, espinoso y granuloso en las muestras de EN, EPN, PC y CCEC. 

La barra de escala representa 300 μm (A) y 50 μm (B). 
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III. 9. Análisis de agrupamiento jerárquico  

La disponibilidad de una gran cantidad de muestras de CCEC en los que los marcadores 

moleculares seleccionados se analizaron simultáneamente, permitió utilizar herramientas 

como el análisis de agrupamiento jerárquico o conglomerados para encontrar grupos de 

casos relativamente homogéneos en función de sus similitudes en la expresión de los 

marcadores analizados (Figura 17).  

El análisis de agrupamiento jerárquico mostró una alta correlación entre las moléculas 

de la vía de señalización PI3K/Akt/mTOR, pS6Ser235/236, pAktSer473 y pEGFRTyr106; mientras 

que no se observó una correlación significativa respecto a PTEN. Curiosamente, PTEN 

mostró una fuerte correlación con YAP, así como también con p63. Por otra parte, se observó 

una estrecha correlación entre E-cadherina y β-catenina. Respecto a CK5, segregó en forma 

independiente del resto de los marcadores. 

Por otra parte, este análisis también reveló una clara separación en grupos de pacientes 

caninos con CCEC en base a la expresión de los marcadores analizados. En general, la 

activación de pS6Ser235/236 fue un evento frecuente en los CCECs caninos. Sin embargo, en 

algunos pacientes la activación de pS6Ser235/236 fue independiente de la activación de 

pEGFRTyr1068. A su vez, muchos pacientes mostraros niveles altos de activación de YAP. 

Respecto a estos pacientes, algunos mostraron una disminución en la expresión de PTEN, 

mientras que en otros se observó una elevada expresión. Asimismo, la mayoría de los casos 

también mostro una elevada expresión de β-catenina y E-cadherina, así como también de 

p63. Todos los CCECs mostraron una expresión conservada de CK5. 
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Figura 17. Análisis de conglomerados en muestras de CCEC. La cercanía de las columnas indica una 

correlación directa. Existe una fuerte correlación entre pS6, pAkt y pEGFR. PTEN segregó en forma lejana de 

las proteínas de la vía mTOR, mientras que mostró una correlación directa con YAP, así como también con 

p63. E-cadherina y β-catenina poseen una fuerte correlación. CK5 segregó independientemente del resto de las 

moléculas. A su vez, la longitud y la subdivisión de las ramas muestra la relación entre los CCECs (izquierda) 

y las expresiones de las distintas proteínas (arriba). Los tejidos puntuados como 0 se representaron como 

verdes; 1, como negro; 2, como rojo oscuro; 3 como rojo más claro y 4 como rojo intenso. 
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CAPÍTULO IV 

Discusión 

 

 

 

 

La investigación dirigida a esclarecer cómo la actividad desregulada de las moléculas 

de señalización contribuye al desarrollo y progresión de las NEIF en caninos podría ayudar 

a identificar objetivos moleculares adecuados para el desarrollo de nuevas terapias en estos 

pacientes. Sin embargo, para establecer los eventos moleculares claves implicados en el 

desarrollo y progresión de estos tumores es necesario que las moléculas relevantes se evalúen 

en un gran número de muestras de diferentes pacientes en condiciones idénticas y 

estandarizadas. Por lo tanto, en la presente tesis se evaluó el patrón de expresión 

inmunohistoquímico de diferentes moléculas de señalización en secciones de MMT 

construidas a partir de muestras de EN, EPN, PC y CCEC de caninos para dilucidar la 

naturaleza de algunos de los mecanismos moleculares desregulados en las NEIF caninas. 

 

IV. 1. EGFR 

En la EN canina, la activación del EGFR se detectó principalmente en las células del 

estrato basal, mientras que su expresión se redujo en forma gradual hacia los queratinocitos 

terminalmente diferenciados. Si bien no se encontraron estudios que evaluaran la expresion 

del pEGFRTyr1068 en la piel normal, los hallazgos de esta tesis coinciden con la expresión 

reportada para la forma no fosforilada del EGFR en la epidermis humana normal (Groves y 
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col., 1992; Nanney y col., 1984). Esta similitud puede estar relacionado con los múltiples 

procesos en los que está involucrado la activación del EGFR en condiciones normales en la 

epidermis, incluidos la proliferación, la diferenciación temprana, la migración, la 

supervivencia y la resistencia a la apoptosis de los queratinocitos (Joseph y col., 2015; Uribe 

y Gonzalez, 2011). En este contexto, la expresión de la forma fosforilada o activa del EGFR 

podría ser similar a la de su versión no fosforilada. Sin embargo, futuros estudios que evalúen 

la expresión del pEGFRTyr1068 en relación a la expresión de su forma no fosforilada pueden 

resultar de interés para brindar mayor claridad sobre el papel que desempeña este receptor en 

la epidermis canina normal. 

Por otra parte, la mayoría de los PCs caninos mostraron una elevada expresión del 

pEGFRTyr1068. En este sentido, estudios previos han demostrado que el EGFR cumple una 

función importante en la carcinogénesis epidérmica mediada por el virus de papiloma 

humano (HPV). En efecto, los queratinocitos inmortalizados por HPV exhiben la activación 

constitutiva del EGFR in vitro (Zyzak y col., 1994), mientras que la inhibición farmacológica 

de este receptor bloquea eficazmente el crecimiento y la supervivencia de los queratinocitos 

inmortales en el cultivo (Ben-Bassat y col., 1999, 1997). De modo similar, Woodworth y col. 

(2000) mostraron que la activación del EGFR es importante para la inmortalización de los 

queratinocitos de ratón por HPV, así como también para la progresión de estas células 

inmortales a papilomas y carcinomas. En este contexto, los hallazgos de la presente tesis 

demuestran que el EGFR desempeña un papel importante en el desarrollo de PCs también en 

los caninos. 

El hecho que algunos papilomas mostraron una expresión reducida o ausente para 

pEGFRTyr1068 indica que, si bien la activación del EGFR es importante para el desarrollo de 

los PCs caninos, puede no ser estrictamente necesaria. Estos hallazgos están alineados con 
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los observados en queratinocitos de ratón inmortalizados por HPV, donde el tratamiento con 

el promotor tumoral 12-O-tetradecanoilforbol-13-acetato indujo la formación de papilomas 

incluso en los injertos que contenían queratinocitos nulos para EGFR (Woodworth y col., 

2000). Estos resultados sugieren que la progresión tumoral de los queratinocitos 

inmortalizados por virus de papiloma puede ocurrir también a través de vías independientes 

de la activación del EGFR (Woodworth y col., 2000). De modo similar, los resultados de un 

modelo murino de carcinogénesis epidérmica sugiere que una vez que se ha alcanzado una 

etapa determinada de crecimiento del tumor, la supervivencia de las células tumorales puede 

alcanzarse mediante la actividad de vías paralelas promotoras del crecimiento independientes 

de EGFR (Dahlhoff y col., 2011). Coincidentemente, en la presente tesis se observó que en 

los pacientes con expresión reducida o ausente para pEGFRTyr1068, la activación de 

PI3K/Akt/mTOR estaba conservada (ver sección PI3K/Akt/mTOR). En conjunto, estos 

resultados demuestran que el EGFR es importante, aunque no esencial, para la progresión de 

los PCs en caninos. De este modo, EGFR solo podría representar un potencial objetivo 

terapéutico en los pacientes caninos con PCs en los cuales se demuestre la activación de este 

receptor. 

Finalmente, la inmunodetección de pEGFRTyr1068 en todas las muestras de EPN, así 

como también en la mayoría de los CCECs caninos, demuestra que la activación en forma 

persistente de este receptor es un evento frecuente también en estas lesiones. En relación con 

estos resultados, estudios previos en humanos han demostrado una elevada expresión del 

EGFR tanto en lesiones epidérmicas preneoplásicas como así también en CCECs (Kikuchi y 

col., 1990; Nazmi y col., 1990). Sin embargo, Uribe y Gonzalez (2011) demostraron que solo 

73% de los CCECs humanos analizados sobreexpresaron el EGFR. De modo similar, Fogarty 

y col. (2007) demostraron que solo el 43% de los CCECs humanos analizados mostraban 
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expresión del EGFR, de los cuales solo el 53% mostraba activación del receptor. Estos 

hallazgos son similares a los observados en la presente tesis, donde solo el 64% de los CCECs 

mostraron la expresión del pEGFRTyr1068. Estos resultados demuestran que la activación del 

EGFR es un evento importante, aunque no esencial, durante la progresión maligna de los 

queratinocitos epidérmicos en caninos. 

Un hallazgo interesante fue que los CCECs en los que la expresión de pEGFRTyr1068 

estaba reducida o ausente, la activación de pAktSer473 y pS6Ser235/236 estaba conservada (ver 

sección PI3K/Akt/mTOR). Estos hallazgos coinciden con los encontrados previamente en 

carcinomas de células escamosas de cabeza y cuello en humanos (Molinolo y col., 2007), los 

cuales plantean la posible existencia de rutas independientemente de la activación de EGFR 

que pueden promover el crecimiento y la supervivencia de células tumorales. De modo 

similar, Fogarty y col. (2007) demostraron que solo algunos de los CCECs humanos que 

expresaban EGFR mostraron la activación de este receptor. Estos hallazgos, en conjunto con 

los obtenidos en la presente tesis, indican que el EGFR podría representar un potencial 

objetivo terapéutico solo en los pacientes caninos con CCEC en los que se haya verificado la 

activación de este receptor. 

 

IV. 2. Vía de señalización PI3K/Akt/mTOR 

En la EN de caninos, AktSer473 se expresó en el citoplasma de unas pocas células del 

estrato granuloso, a excepción de algunas muestras en las que se observó un patrón de 

expresión nuclear limitado a algunas células del estrato basal. Estos resultados son similares 

a los informados por O'Shaughnessy y col. (2007), quienes describen la expresión constante 

de pAktSer473 en las capas más superficiales del estrato granuloso de la piel normal de ratones 

adultos, a excepción de la epidermis de la almohadilla plantar donde la expresión se limita al 
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estrato basal. La actividad de Akt en la capa basal de la epidermis normal puede estar asociada 

con la proliferación, supervivencia y diferenciación temprana de los queratinocitos, mientras 

que la actividad de Akt en el estrato granuloso puede relacionarse con la diferenciación 

terminal de los queratinocitos (O’Shaughnessy y col., 2007). Debido a que en la mayoría de 

las muestras de EN de caninos adultos la señalización de Akt se asoció con las células del 

estrato granuloso terminalmente diferenciadas, la activación de esta molécula parecería estar 

principalmente involucrada en la diferenciación terminal de los queratinocitos más que en su 

proliferación, de modo similar a lo sugerido previamente en la piel de ratones (Squarize y 

col., 2010). Sin embargo, se deben realizar más estudios para comprender mejor el papel que 

puede tener el patrón de marcación de pAktSer473 observado en las células del estrato basal de 

la epidermis canina normal. 

pS6 Ser235/236 se expresó en unas pocas células de los estratos espinoso y granuloso en la 

epidermis canina normal. Estos hallazgos son consistentes con estudios previos en ratones 

adultos que demuestran la fosforilación de S6 en los estratos suprabasales en la piel normal, 

donde las células se han retirado del ciclo celular y están comprometidas con la 

diferenciación terminal (Ding y col., 2016; Squarize y col., 2010). Estos estudios sugieren 

que, durante el mantenimiento epidérmico normal, S6 desempeña un papel principal en la 

diferenciación de los queratinocitos, pero no en la proliferación (Ding y col., 2016; Squarize 

y col., 2010). En este sentido, en el presente estudio se observó que en los queratinocitos 

caninos normales la expresión de pS6Ser235/236 no estuvo relacionada con la proliferación, a 

juzgar por la activación de S6 en forma independiente de Ki-67. Por lo tanto, los resultados 

de la presente tesis sugieren que en condiciones normales la actividad de S6 está relacionada 

con la diferenciación de los queratinocitos epidérmicos también en caninos. 
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Finalmente, la expresión de PTEN estuvo principalmente limitada al estrato basal, con 

una reducción gradual hacia los estratos más diferenciados. Estas observaciones están 

alineadas con las informadas previamente en la epidermis humana normal (Tsao y col., 

2003). La expresión de PTEN observada principalmente en el estrato de células basales, 

sugiere la importancia de esta molécula en la regulación de la proliferación de los 

queratinocitos. En este sentido, un modelo de ratón genéticamente modificado demostró que 

la deficiencia de PTEN conduce a una epidermis hiperproliferativa y al incremento de la 

actividad de la vía de señalización PI3K/Akt/mTOR (Suzuki y col., 2003). En este contexto, 

PTEN podría desempeñar un importante papel en la regulación de la proliferación celular 

durante la homeostasis epidérmica al inhibir la vía de señalización PI3K/Akt/mTOR en el 

compartimiento proliferativo del tejido también en los caninos. 

Por otra parte, se observó que la activación en forma persistente de la vía de 

señalización PI3K/Akt/mTOR es un evento frecuente durante el proceso de carcinogénesis 

epidérmica en caninos, a juzgar por la elevada expresión de pAktSer473 y pS6Ser235/236 detectada 

en las muestras de EPN, PC y CCEC. En concordancia con estos resultados, en modelos 

murinos de carcinogénesis cutánea se demostró que la activación de Akt es un paso clave en 

las alteraciones progresivas que se producen durante el proceso de carcinogénesis 

epidérmica (Amornphimoltham y col., 2004; Segrelles y col., 2002). De modo similar, 

Amornphimoltham y col. (2005) demostraron la actividad aumentada de S6 durante la 

progresión tumoral en carcinomas de cabeza y cuello de humanos. Estos hallazgos coinciden 

con los informados en CCECs humanos, donde se demostró que la activación persistente de 

la vía de señalización PI3K/Akt/mTOR desempeña un papel central en la carcinogénesis 

epidérmica (Bermudez y col., 2015; Chen y col., 2009; Hafner y col., 2010; Rittié y col., 

2007). A su vez, la activación de la vía de señalización PI3K/Akt/mTOR también se demostró 
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en los queratinocitos humanos expuestos al HPV (Surviladze y col., 2013). De este modo, 

los resultados de la presente tesis indican que la activación persistente de la vía de 

señalización PI3K/Akt/mTOR tiene un papel importante durante el proceso de carcinogénesis 

epidérmica en caninos, tanto en el desarrollo de los CCECs como también durante la 

tumorigénesis mediada por virus de papiloma en los PCs, hallazgo que coincide con lo 

descripto en otras especies. 

Un hallazgo interesante fue que la inmunotinción de pAktSer473 y pS6Ser235/236 reveló que 

muchas de las células con tinción citoplasmática positiva para estas moléculas se 

encontraban en el estrato de células basales proliferativas en las muestras de EPN, PC y 

CCEC de caninos. El hecho de que esta característica no se observara en las muestras de EN, 

respalda la idea de que la activación persistente de la vía de señalización PI3K/Akt/mTOR es 

un evento temprano durante el proceso de carcinogénesis epidérmica en caninos, de modo 

similar a lo sugerido previamente en carcinomas de células escamosas de cabeza y cuello 

humanos (Amornphimoltham y col., 2005, 2004). Además, la inmunodetección de doble 

color de Ki-67/pS6Ser235/236 mostró que muchas de las células basales que mostraban tinción 

de pS6Ser235/236 coexpresaban Ki-67. Estos hallazgos sugieren que en condiciones normales 

los queratinocitos basales pueden no depender estrictamente de la actividad de mTOR para 

proliferar, mientras que durante el proceso de carcinogénesis epidérmica la capacidad 

proliferativa de estas células tendría una mayor dependencia de la activación de la vía mTOR. 

Esta hipótesis fue sugerida previamente por Squarize y col. (2010), a partir de los resultados 

de un modelo de ratón genéticamente definido, en el cual la activación de mTOR aumentó 

drásticamente la proliferación y la migración de las células epidérmicas y, en consecuencia, 

la curación de heridas. De modo similar, Ding y col., (2016) sugieren que durante la 
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carcinogénesis epidérmica la capacidad proliferativa de los queratinocitos basales puede ser 

controlada por mTOR.  

Además, se observó que la inmunodetección de pS6Ser235/236 fue más notable a lo largo 

de los bordes invasivos de los CCECs, un hallazgo que también se observó para pAktSer473. 

Estos resultados son consistentes con los informados en humanos y ratones, en los que el 

patrón de expresión y el estado de activación de estas moléculas se correlaciona con la 

progresión tumoral (Amornphimoltham y col., 2005, 2004; Bermudez y col., 2015; Chen y 

col., 2009). Curiosamente, la proporción de muestras de CCECs caninos que fueron positivas 

para AktSer473 (77.14%) fue un poco menor que para pS6Ser235/236 (92,85%), lo que sugiere que 

una activación completa de Akt puede no ser necesaria para la activación de la vía de mTOR 

y la progresión tumoral, como se informó en carcinomas de células escamosas de cabeza y 

cuello humanos (Molinolo y col., 2007). A su vez, un hallazgo interesante fue que la 

activación de pAktSer473 y pS6Ser235/236 estuvo conservada en los pacientes en los que la 

expresión de pEGFRTyr1068 estaba reducida o ausente. Estos hallazgos coinciden con lo 

informado previamente en carcinomas de células escamosas de cabeza y cuello en humanos, 

donde se demostró que la activación de la vía de señalización PI3K/Akt/mTOR puede ser 

independiente de la activación del EGFR (Molinolo y col., 2007). En este contexto, los 

resultados de la presente tesis demuestran que la activación de la vía de señalización 

PI3K/Akt/mTOR independientemente de la activación del EGFR es un evento frecuente 

también en CCECs caninos.  

Finalmente, se observó una elevada expresión de PTEN en las muestras de EPN, 

mientras que su expresión estuvo reducida o ausente algunas muestras de PC y CCEC. Estos 

hallazgos pueden estar relacionados con el intento realizado por el tejido para restablecer el 

funcionamiento normal de la vía de señalización PI3K/Akt/mTOR durante las primeras 
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etapas de transformación maligna de los queratinocitos epidérmicos en caninos. Estos 

resultados contrastan con los de Segrelles y col., (2002) quienes, a partir de un modelo 

murino de carcinogenesis cutánea, sugieren que PTEN no es importante durante las etapas 

iniciales de la carcinogenesis epidérmica. Por otra parte, la disminución en la actividad de 

PTEN observada en algunos PCs, así como también en  algunos CCECs, indica que las 

funciones supresoras de tumor de esta molécula pueden estar comprometidas durante la 

transformación de los queratinocitos epidérmicos, de modo similar a lo informado 

previamente en ratones (Segrelles y col., 2002). En este sentido, Suzuki y col., (2003) 

mediante un modelo murino demostraron que la ausencia de PTEN está relacionada con 

queratinocitos hiperproliferativos y, en consecuencia, con el desarrollo de tumores 

espontáneos como papilomas y carcinomas de células escamosas (Suzuki y col., 2003). En 

este modelo, el incremento de la proliferación y la resistencia a la apoptosis de los 

queratinocitos estuvo asociada con el incremento de actividad de las moléculas de 

señalización descendentes, entre los que cobra particular importancia Akt (Suzuki y col., 

2003). En este sentido, el hecho de que en la presente tesis todas las muestras donde se 

observó una expresión reducida o ausente para PTEN expresaran pS6Ser235/236 apoya la 

hipótesis de que la disminución de la expresión de PTEN en el estadio tumoral provoca un 

aumento de la actividad de la vía de señalización de PI3K/Akt/mTOR y, en consecuencia, la 

desregulación de los procesos celulares en los cuales ésta vía de señalización está 

involucrada. 

 

IV. 3. YAP 

En la EN canina, la expresión de YAP estuvo principalmente localizada en el citoplasma 

de unas pocas células del estrato granuloso, a excepción de algunas muestras en las que se 
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observó un patrón nuclear en escasas células del estrato basal. Estos hallazgos son 

consistentes con la localización descripta en la epidermis normal de ratones (Beverdam y 

col., 2013; Schlegelmilch y col., 2011; Zhang y col., 2011). La expresión nuclear de YAP se 

relacionó con la promoción del crecimiento celular, así como también con la inhibición de 

la diferenciación de los queratinocitos epidérmicos basales (Zhang y col., 2011). En este 

sentido, distintos modelos murinos han demostrado la importancia que tiene la expresión 

regulada de YAP en la epidermis normal, principalmente por regular la proliferación de las 

células madre basales (Elbediwy y col., 2016; Schlegelmilch y col., 2011). Respecto a la 

localización citoplasmática de YAP en las células más diferenciadas, se relacionó con la 

fosforilación de esta proteína, lo cual inhibe su actividad, y modula su localización y su 

degradación (Zhao y col., 2007). Estos resultados, tomados en conjunto con lo observado en 

la presente tesis, sugieren que la regulación de la expresión de YAP y, en consecuencia, su 

localización celular, podría ser importante para el normal funcionamiento de los 

compartimentos proliferativos y terminalmente diferenciados en la epidermis canina. 

Por otra parte, las muestras de EPN revelaron un gran número de células epidérmicas 

positivas para YAP, con una inmunorreactividad citoplasmática y ocasionalmente nuclear 

localizada en los estratos de células basales, espinoso y granuloso. Estos hallazgos son 

similares a los descriptos en lesiones preneoplásicas epidérmicas en humanos (Debaugnies 

y col., 2018). En este sentido, el incremento de la expresión de YAP ha sido relacionada con 

el papel oncogénico de esta proteína y, en consecuencia, con su función promotora del 

crecimiento en la epidermis (Zhang y col., 2011). Por lo tanto, el incremento en la expresión 

de YAP en lesiones preneoplásicas caninas, así como también su relocalización del 

citoplasma al núcleo, sugieren que esta proteína desempeña un papel importante en estadios 

tempranos del proceso de carcinogénesis epidérmica también en los caninos. 
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En las muestras de PC se observó un gran número de células epidérmicas positivas para 

YAP con una inmunorreactividad citoplasmática y, ocasionalmente, nuclear localizada en los 

estratos de células basales, espinoso y granuloso. Estos hallazgos son similares a los 

descriptos por Zanconato y col. (2015), quienes demuestran la importancia de la expresión 

de YAP en el desarrollo de los PCs mediante un modelo murino de carcinogénesis cutánea.  

En este modelo, la eliminación de YAP en  las células epidérmicas basales suprimió, casi por 

completo, la formación de papilomas cutáneos (Zanconato y col., 2015). Los hallazgos de la 

presente tesis sugieren que la activación de YAP es un evento importante para el desarrollo 

de los PCs también en caninos. Además, se observó que, entre las células epidérmicas 

positivas para YAP, los coilocitos mostraban una expresión intensa para esta proteína. En 

este sentido, un estudio previo en cáncer de cuello de útero en humanos demostró que 

algunas de las proteínas del HPV pueden aumentar el nivel de expresión de YAP (He y col., 

2015a). En este contexto, podemos inferir que la expresión desregulada de YAP en los 

queratinocitos caninos durante el desarrollo de los PCs podría estar relacionada con la 

infección por CPV. 

En la mayoría de los CCECs se observó una gran cantidad de células epidérmicas 

positivas para YAP, cuya expresión tuvo una localización citoplasmática y nuclear en el 

estrato de células basales. La sobreexpresión de YAP se encontró principalmente en los 

pequeños cúmulos y cordones infiltrativos de células neoplásicas. Estos hallazgos son 

similares a los descriptos en humanos donde la expresión nuclear de YAP se ha informado 

en los CCECs (Debaugnies y col., 2018; Jia y col., 2016). En este sentido, distintos modelos 

murinos han demostrado la importancia que tiene la expresión regulada de YAP tanto para 

el desarrollo epidérmico normal como para su adecuado mantenimiento, principalmente al 

regular la proliferación de las células madre basales (Elbediwy y col., 2016; Schlegelmilch 
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y col., 2011). En conjunto, los hallazgos de la presente tesis permiten inferir que la 

sobreexpresión de la proteína YAP podría estar involucrada en el desarrollo de los CCECs 

también en los caninos, al inducir la proliferación desregulada de los queratinocitos basales. 

Un hallazgo interesante fue que algunos de los CCECs que mostraron una expresión 

moderada para YAP, presentaron una expresión reducida o ausente para PTEN. En este 

sentido, Tumaneng y col. (2012) demostraron que entre las moléculas cuya transcripción es 

inducida por YAP se encuentra la de un microARN que inhibe la traducción de PTEN, lo que 

provoca la activación de la vía de señalización PI3K/Akt/mTOR y, en consecuencia, de los 

procesos celulares que esta vía regula. En este contexto, los resultados de la presente tesis 

sugieren que podría existir un vínculo funcional entre estas moléculas de señalización 

también en los caninos. Sin embargo, el hecho de que en la presente tesis también se 

encontraran casos de CCEC con una elevada expresión de YAP junto con la de PTEN, sugiere 

que los mecanismos de control propuestos por Tumaneng y col. (2012), podrían no 

expresarse en todos los pacientes caninos. Sin embargo, futuros estudios que analicen en 

profundidad las bases moleculares que intervienen en la coordinación de estas dos vías de 

señalización claves podrían brindar mayor claridad en este aspecto. 

 

IV. 4. β-catenina 

En la epidermis canina normal, β-catenina mostró una intensa expresión citoplasmática 

y de membrana en las células epidérmicas de los estratos basal, espinoso y granuloso. Estos 

hallazgos coinciden con los hallados por Bongiovanni y col. (2011) quienes describen la 

expresión de β-catenina en la epidermis normal de caninos adultos. En este sentido, la 

expresión de β-catenina localizada en la membrana celular de los queratinocitos demuestra 

el papel importante que desempeña esta molécula en la adhesión celular en condiciones 
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normales en los caninos (Bongiovanni y col., 2011). Además, se observó, de manera 

inconstante, una expresión nuclear de β-catenina en unas pocas células del estrato granuloso. 

De acuerdo con interpretaciones previas, dicha expresión podría indicar que esos 

queratinocitos están sometidos a desprendimiento y, frente a la pérdida de las uniones 

adherentes, se libera la β-catenina que podría acumularse en el citoplasma y translocarse al 

núcleo (Bongiovanni y col., 2011; Tsuji y col., 2001). En este sentido, según Hampton y col. 

(2007) se observa una marcación nuclear β-catenina solo en unas pocas células del estrato 

granuloso debido a que, tras su incremento en el citoplasma, la β-catenina se ubiquitiniza 

para prevenir eventos de señalización anormales. 

Por otra parte, en las muestras de EPN la expresión de membrana de β-catenina estuvo 

conservada, mientras que se encontró una elevada expresión citoplasmática, así como 

también un incremento de la expresión nuclear en células de los estratos espinoso y 

granuloso. Estos hallazgos coinciden en parte con los informados previamente en lesiones 

epidérmicas preneoplásicas en humanos (Brasanac y col., 2005; He y col., 2015b; 

Lyakhovitsky y col., 2004), donde también se observa un incremento de la expresión nuclear 

de β-catenina pero que, a diferencia de lo observado en el presente estudio, está acompañado 

de la reducción de la expresión de membrana de dicha proteína. En este sentido, el incremento 

de la expresión de β-catenina nuclear independientemente de la expresión de membrana 

podría estar relacionada con la actividad desregulada de la vía de señalización de Wnt o de 

las moléculas encargadas de su degradación en etapas tempranas del proceso de 

carcinogénesis epidérmico. A su vez, el hecho de que no se observara una reducción de la 

expresión de membrana de β-catenina en las lesiones epidérmicas preneoplásicas caninas 

puede estar relacionado con el grado de displasia de dichas lesiones. De modo similar, 
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Papadavid y col., (2002) observaron alteraciones en la expresión de β-catenina solo en una 

escasa proporción de lesiones displásicas intraepidérmicas humanas analizadas.  

En los PCs la expresión de membrana de β-catenina estuvo conservada, mientras que se 

observó una elevada expresión citoplasmática, así como también un incremento de la 

expresión nuclear en células de los estratos espinoso y granuloso. Estos hallazgos son 

similares a los reportados previamente en ratones a partir de un modelo de carcinogénesis 

cutánea (Bhatia y Spiegelman, 2005). A su vez, un hallazgo interesante en los PCs caninos 

fue que muchas de las células con marcación nuclear positiva para β-catenina eran coilocitos. 

En este sentido, Uren y col. (2005) investigaron el papel de la señalización Wnt en la 

transformación de los queratinocitos humanos positivos para el virus de papiloma humano 

(HPV). En este modelo in vitro, la activación de la vía canónica Wnt promueve 

específicamente la transformación de queratinocitos humanos primarios infectados por el 

HPV (Uren y col., 2005). Por lo tanto, es posible que la activación de la vía canónica de Wnt 

sea uno de los mecanismos moleculares desregulados que facilitan el desarrollo y la 

progresión de los PCs en caninos.  

En la mayoría de los CCECs se observó una gran cantidad de células epidérmicas 

positivas para β-catenina con localización principalmente citoplasmática, mientras que la 

inmunomarcación de membrana se observó únicamente en las células tumorales más 

diferenciadas. De hecho, la expresión de membrana estuvo reducida o ausente en los 

pequeños cúmulos y cordones infiltrativos de células neoplásicas. Estos hallazgos coinciden 

con un estudio previo en CCECs caninos, donde la reducción o pérdida de la expresión de la 

membrana de β-catenina fue implicada en la adquisición del fenotipo celular móvil, lo cual 

resulta un paso clave en la progresión tumoral (Bongiovanni y col., 2011). De este modo, la 

expresión de membrana de β-catenina reducida o ausente en los CCECs caninos, sumado al 
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incremento de su expresión citoplasmática, sugiere que esta molécula desempeña un 

importante papel como marcador de la integridad de las uniones de tipo adherentes. En este 

sentido, la evaluación de la expresión de β-catenina junto con otras moléculas involucradas 

en el medio de unión adherente, como la E-cadherina, demostró que existe una estrecha 

correlación en la expresión de estas moléculas (véase sección E-cadherina). Estos hallazgos 

sugieren que uno de los posibles orígenes del incremento en la inmunomarcación de β-

catenina citoplasmática es su liberación desde las uniones adherentes.  

Finalmente, el hecho que muchas células neoplásicas mostraron también un marcación 

nuclear positiva para β-catenina sugiere que la vía de señalización de Wnt y, en consecuencia, 

las moléculas encargadas de la degradación de la β-catenina, se encuentran desreguladas en 

los CCECs caninos, de modo similar a lo previamente sugerido (Bongiovanni y col., 2011). 

En este sentido, Inoki y col., (2006) mediante el uso de cultivos celulares demostraron que la 

inhibición de GSK3β producida por la activación de la vía de señalización Wnt no solo 

provoca un incremento de la β-catenina citoplasmática, sino que también previene la 

inducción del complejo TSC, un inhibidor de mTOR, lo que conduce a la activación de la vía 

de señalización PI3K/Akt/mTOR. En este sentido, el hecho de que la mayoría de los pacientes 

caninos que mostraron una sobrexpresión de β-catenina mostraron la activación persistente 

de la vía de señalización PI3K/Akt/mTOR sugiere que podría existir un vínculo funcional 

entre estas vías de señalización en los CCECs caninos. 

 

IV. 5. E-cadherina 

En la EN se observó una elevada cantidad de células positivas para E-cadherina, cuya 

expresión estuvo principalmente limitada a la membrana de las células de los estratos basal, 

espinoso y granuloso. Estos hallazgos coinciden con los previamente descriptos por 
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Bizikova y col., (2011) quienes demuestran la expresión de E-cadherina mediante 

inmunofluorescencia en la epidermis normal de caninos adultos. La expresión de E-

cadherina localizada en la membrana celular de los queratinocitos enfatiza el papel 

importante que desempeña esta molécula en la adhesión celular de la epidermis normal, 

mientras que la reducción de su expresión en los estratos espinoso y granuloso ha sido 

relacionada con el proceso de diferenciación terminal de los queratinocitos, lo que permite 

que estos puedan desprenderse de la superficie epidérmica (Kooy y col., 1999). 

Por otra parte, en las muestras de EPN la expresión de membrana de E-cadherina estuvo 

conservada. Estos hallazgos son similares a los informados por Fuller y col. (1996), quienes 

demostraron una expresión de E-cadherina generalmente conservada en las lesiones 

preneoplásicas cutáneas en humanos. Sin embargo, otros autores muestran que la reducción 

de E-cadherina puede ser un hallazgo temprano durante el proceso de carcinogénesis 

epidérmica en humanos (Lyakhovitsky y col., 2004; Papadavid y col., 2002). Estos diferentes 

resultados pueden estar relacionados a que las lesiones preneoplásicas presenten distintos 

grados de displasia y, en consecuencia, a que involucren o no la pérdida de los medios de 

unión. En este sentido, Brouxhon y col. (2007) demostraron, mediante un modelo murino de 

carcinogénesis cutánea, la pérdida secuencial de contactos célula-célula mediados por E-

cadherina a medida que las lesiones progresan de displasia a CCEC. En este contexto, los 

resultados de la presente tesis sugieren que la ausencia de expresión de E-cadherina no es un 

evento temprano en el proceso de carcinogénesis epidérmica en caninos. Sin embargo, 

futuros estudios que evalúen la expresión del E-cadherina en lesiones preneoplásicas con 

diferentes grados de displasia pueden resultar de interés para brindar mayor claridad sobre el 

papel que desempeña esta molécula en el proceso de carcinogénesis epidérmica canina. 
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En las muestras de PC, si bien la expresión de membrana de E-cadherina estuvo 

conservada, un hallazgo interesante fue que algunos coilocitos mostraron una elevada 

expresión citoplasmática para E-cadherina. Estos hallazgos son similares a los informados 

en humanos, donde los tejidos infectados con HPV de alto riesgo exhibieron patrones de 

tinción heterogéneos para E-cadherina, con una expresión de membrana débil y la aparición 

de un patrón citoplasmático (Leong y col., 2010). Esta pérdida de expresión de membrana y 

la relocalización citoplasmática fue relacionada con modificaciones postranscripcionales en 

la molécula de E-cadherina y la posterior interrupción de su translocación a través de la 

membrana celular mediada por HPV (Leong y col., 2010). El hecho de que la expresión 

citoplasmática no fuera un hallazgo frecuente en todos los PCs caninos sugiere que los 

efectos sobre la molécula de E-cadherina pueden diferir según el tipo de CPV involucrado 

en el desarrollo de la lesión, de modo similar a lo informado en humanos (Leong y col., 

2010). 

En los CCECs, si bien se observó una gran cantidad de células epidérmicas positivas 

para E-cadherina en las áreas más diferenciadas de los tumores, su expresión estuvo reducida 

o ausente en los cordones infiltrativos de células neoplásicas. Estos hallazgos son similares 

a los descriptos previamente en los CCECs caninos, donde la reducción o pérdida de la 

expresión en la membrana de E-cadherina fue implicada en la adquisición del fenotipo 

maligno y la progresión tumoral (João y col., 2011). En este sentido, la adquisición del 

fenotipo maligno puede estar relacionada no solo con la pérdida de medios de unión, sino 

también a que los fragmentos de E-cadherina escindida disueltos en el citoplasma de las 

células neoplásicas o en la matriz extracelular de los CCECs caninos podrían estar 

involucrados en procesos de señalización celular, como ha sido previamente en los CCECs 

humanos (Brouxhon y col., 2014).  
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Finalmente, dado que la β-catenina desempeña un papel crítico en el control de la 

adhesión celular mediada por E-cadherina, la expresión de estas moléculas fue analizada en 

conjunto. En efecto, en los CCECs caninos, el patrón de expresión de β-catenina fue paralelo 

al de E-cadherina, de modo similar a lo previamente descripto en carcinomas de células 

escamosas de cabeza y cuello humanos (Andrews y col., 1997), así como también en CCECs 

humanos (Lyakhovitsky y col., 2004).  

 

IV. 6. p63/CK5 

En la EN canina, p63 se expresó en forma constante en los núcleos de las células del 

estrato basal, para reducir su expresión en forma gradual hacia los queratinocitos 

terminalmente diferenciados. Estos hallazgos coinciden con lo descripto previamente en la 

epidermis canina normal (Saraiva y col., 2008), así como también en la epidermis humana 

normal (Ivan y col., 2007; Pellegrini y col., 2001; Reis-Filho y col., 2002). p63 ha recibido 

una atención considerable en la investigación básica desde que Pellegrini y col. (2001) lo 

describieran como un marcador selectivo de células madre epidérmicas en humanos. De 

hecho, la localización de la expresión de p63 en las células del estrato basal fue relacionada 

con el rol fundamental que tiene esta proteína en el mantenimiento de las células madre 

epidérmicas, mientras que la reducción gradual de su expresión se relacionó con el papel que 

desempeña en la diferenciación inicial de los queratinocitos epidérmicos (Reis-Filho y col., 

2002). En este contexto, p63 podría desempeñar un rol importante en el mantenimiento del 

potencial proliferativo y la prevención de la diferenciación de los queratinocitos basales 

también en caninos, convirtiéndolo como un marcador selectivo de células madre en la 

epidermis canina normal. 
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Por otra parte, se observó la coexpresión de p63 con CK5 en todas las muestras de EN 

canina. Este hallazgo podría estar relacionado con el papel que desempeña p63 en la 

diferenciación inicial de los queratinocitos epidérmicos (Reis-Filho y col., 2002). En este 

sentido, Yang y col. (1999) mediante un modelo de ratón p63-/- demostraron que la expresión 

de moléculas relacionadas con la diferenciación escamosa tales como la CK5, está 

controlada por p63. Por lo tanto, se puede inferir que en la epidermis canina normal p63 

podría desempeñar un papel no solo en el mantenimiento de la población de células madre 

progenitoras epidérmicas, sino también en el compromiso de los queratinocitos con el linaje 

epitelial escamoso. En este contexto, p63 podría inducir la expresión de marcadores de 

diferenciación como la CK5 y, poco después, reducir sus niveles de expresión. 

En la EPN la expresión de p63/CK5 fue similar a la observada en la epidermis canina 

normal. Estos hallazgos coinciden con la expresión de p63 previamente informada en 

lesiones preneoplásicas epidérmicas en humanos (Sakiz y col., 2009). De modo similar, 

Bortoluzzi y col. (2004) describen una expresión de p63 conservada en lesiones displásicas 

orales en humanos. En conjunto con lo observado en la presente tesis, estos hallazgos 

sugieren que la expresión de p63 en los queratinocitos no se modifica durante el proceso de 

carcinogénesis. Sin embargo, en contraste con estos resultados, Reis-Filho y col., (2002) 

informaron una expresión difusa para p63 en todos los estratos epidérmicos en los CCECs 

in situ. Este patrón de expresión es comparable con el observado en neoplasias 

intraepiteliales de cuello de útero en humanos, donde se informó que la expresión de p63 

aumenta en lesiones de alto grado (Martens y col., 2004; Selvi y col., 2014). En este contexto, 

los hallazgos observados en la presente tesis sugieren que, si bien la expresión de p63 podría 

estar relacionada con el grado de anaplasia presente en la lesión preneoplásica, el patrón de 
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expresión de p63 no se modifica durante los estadios iniciales del proceso de carcinogénesis 

epidérmica. 

En los PCs, la expresión de p63/CK5 estuvo conservada respecto a la observada en la 

epidermis canina normal. Sin embargo, un hallazgo interesante fue que se observó que los 

coilocitos mostraron una fuerte expresión de p63. De modo similar, Mighty y Laimins (2011) 

demostraron que mientras los niveles de p63 normalmente disminuían con la diferenciación 

epitelial, se retiene una mayor cantidad de p63 en los queratinocitos humanos positivos para 

HPV que en los normales. En este sentido, la retención de p63 fue relacionada con un papel 

central en la activación de las funciones virales tardías del HPV, como la amplificación del 

genoma viral dependiente de la diferenciación y la expresión génica tardía (Mighty y 

Laimins, 2011). Estos resultados, analizados en forma conjunta con los obtenidos en la 

presente tesis, sugieren que la expresión persistente de p63 puede desempeñar un papel 

importante en el proceso de carcinogénesis de los queratinocitos infectados por CPV. A su 

vez, estos hallazgos apoyan la idea de que las células madre están involucradas en el 

desarrollo de los PCs en caninos. 

En los CCECs se observaron dos patrones de expresión para p63, uno típico y otro 

atípico. El marcaje típico se observó en la mayoría de los CCECs, en el cual p63 se expresó 

en los núcleos de las células epidérmicas del estrato basal, para reducir su expresión en forma 

gradual hacia los queratinocitos terminalmente diferenciados. En contraste, los CCECs con 

marcaje atípico mostraron una tinción positiva fuerte en todos o casi todos los estratos 

epidérmicos. De hecho, en estos CCECs la inmunorreactividad frente a p63 fue más notable 

a lo largo de los bordes invasivos de los tumores. Un patrón de expresión similar para p63 

fue informado previamente en los CCECs humanos (Di Como y col., 2002; Parsa y col., 

1999; Reis-Filho y col., 2002), así como también en carcinomas de células escamosas orales 
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en perros (Mestrinho y col., 2015). En este contexto, la fuerte expresión de p63 observada 

en células anaplásicas de los CCECs sugiere que, además de su papel en el desarrollo 

epidérmico normal, el mantenimiento de la expresión de p63 es importante en el proceso de 

carcinogénesis epidérmica y que las células madre están involucradas en el desarrollo de los 

tumores epidérmicos. 

Por otra parte, el hecho de que la expresión de p63/CK5 persistiera incluso en los 

CCECs pobremente diferenciados, sugiere que los patrones de tinción de estas moléculas no 

están relacionados con el nivel de diferenciación de los CCECs en caninos. De hecho, el 

análisis de conglomerados reveló que, si bien no hay una correlación directa en la expresión 

de p63/CK5 en los CCEC caninos, la expresión de estas moléculas se mantiene en los 

distintos pacientes. En este sentido, Kaufmann y col. (2001) evaluaron la inmunorreactividad 

de p63/CK5 en varios tipos de carcinomas, donde observaron que la expresión de dichas 

moléculas está conservada en carcinomas de células escamosas. Asimismo, estudios previos 

han sugerido el uso de p63 en forma conjunta con CK5 para diferenciar los carcinomas de 

células escamosas de carcinomas de otro origen, pobremente diferenciados o indiferenciados 

(Kaufmann y col., 2001; Reis-Filho y col., 2003). Por lo tanto, los hallazgos de la presente 

tesis indican que p63 podría ser útil en combinación con otros marcadores como CK5 para 

su uso como un marcador diagnóstico de diferenciación escamosa en los CCECs pobremente 

diferenciados. 
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CAPÍTULO V 

Conclusiones 

 

 

 

 

Es imperativo comprender los mecanismos moleculares desregulados que subyacen en 

el desarrollo de las NEIF caninas, ya que proporcionará una base racional para explorar 

nuevos enfoques terapéuticos dirigidos a moléculas para los pacientes caninos. En este 

sentido, la oportunidad de analizar simultáneamente el nivel de expresión y el estado de 

activación de distintas moléculas de señalización en una gran cantidad de muestras de 

lesiones epidérmicas preneoplásicas y neoplásicas reveló que las NEIF caninas pueden 

albergar alteraciones complementarias en múltiples rutas bioquímicas que convergen para 

impulsar la adquisición de un fenotipo maligno en los queratinocitos epidérmicos.  

De este modo, en el presente estudio se demuestra que las moléculas implicadas en la 

vía de señalización PI3K/Akt/mTOR están desreguladas durante el proceso de carcinogénesis 

epidérmica en caninos. En este contexto, la sobreexpresión de pAktSer473 y pS6Ser235/236 junto 

con la disminución de la expresión de PTEN, puede facilitar la progresión de las NEIF 

caninas mediante la desregulación de las funciones celulares claves en las que está implicada 

la vía de señalización PI3K/Akt/mTOR. A su vez, los resultados demuestran que, si bien la 

activación de EGFR está estrechamente relacionada con la activación de la vía de 

señalización PI3K/Akt/mTOR durante el proceso de carcinogénesis epidérmica en caninos, 

en algunos pacientes puede existir la activación de los objetivos descendentes de la vía 



Tesis Doctoral - Berenice Liyare Sanz Ressel  75 
 

mTOR en forma independiente de la activación del EGFR. Además, se demuestra que 

muchos pacientes poseen una expresión desregulada de YAP, β-catenina y E-cadherina a lo 

largo del proceso de carcinogénesis epidérmica. Respecto a la expresión de β-catenina, en 

particular, el incremento en la expresión citoplasmática y nuclear observado en las NEIF 

caninas soportan la hipótesis de que la vía de señalización Wnt desempeña un papel 

importante en la carcinogénesis epidérmica en caninos. 

Por otra parte, los hallazgos de la presente tesis permitieron identificar algunas de las 

moléculas de señalización que podrían representar objetivos moleculares adecuados para el 

desarrollo de nuevos enfoques terapéuticos en las NEIF en caninos. En este sentido, los 

hallazgos obtenidos proporcionan un marco molecular que señalan a la vía de señalización 

PI3K/Akt/mTOR como un posible objetivo terapéutico, por lo que la investigación destinada 

a modular esta vía de señalización para el beneficio terapéutico de los pacientes caninos con 

NEIF puede progresar de forma razonada. De hecho, este estudio puede ser la base para el 

diseño y desarrollo de un ensayo clínico terapéutico con inhibidores de mTOR en pacientes 

caninos con NEIF que presenten una activación persistente de la vía de señalización de mTOR 

para determinar qué tan útiles serán estas moléculas en el entorno clínico. A su vez, el hecho 

de que se detectara la activación de la vía de señalización PI3K/Akt/mTOR en forma 

independiente de la activación de EGFR sugieren que los enfoques terapéuticos dirigidos a 

suprimir el crecimiento y la supervivencia de las células tumorales mediante el uso de 

inhibidores de EGFR serían ineficaces como únicos agentes terapéuticos en algunos 

pacientes con NEIF. Por lo tanto, la evaluación del estado de activación del EGFR sería de 

gran utilidad para identificar a los pacientes en los que podría ser exitoso el uso de inhibidores 

de EGFR como agente terapéutico. 
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Finalmente, el presente estudio permitió determinar marcadores inmunohistoquímicos 

aplicables al estudio tanto de lesiones preneoplásicas como neoplásicas de la epidermis 

interfolicular en caninos. En particular, en la presente tesis se demuestra, mediante la 

evaluación de p63 en forma conjunta con CK5, que las células madre epidérmicas 

desempeñan un papel importante en el desarrollo epidérmico normal, así como también 

durante el proceso de carcinogénesis epidérmica. Además, los hallazgos del presente trabajo 

indican que p63 podría ser útil en combinación con la CK5 como un marcador diagnóstico 

de diferenciación escamosa en CCECs pobremente diferenciados. 

De este modo, los hallazgos obtenidos en la presente tesis permiten sustentar la hipótesis 

planteada en un comienzo: “Las NEIF expresan moléculas que pueden relacionarse con su 

comportamiento biológico”. 
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Tabla 1. Información clínica de las diferentes muestras de epidermis normal de caninos. 

Caso Diagnóstico  Raza Sexo Edad Sitio 
1 EN Bulldog H 1 Toracolumbar 
2 EN Bulldog H 1 Toracolumbar 
3 EN Mestizo M 2 Toracolumbar 
4 EN Doberman M 8 Plano nasal 
5 EN Labrador retriever M 6 Codo 
6 EN NE M 14 Toracolumbar 
7 EN Mestizo H 10 Tarso 
8 EN Bulldog H 1 Dedo 
9 EN Mestizo M 2 Dedo 
10 EN Mestizo M 2 Escroto 
11 EN Mestizo M 2 Dedo 
12 EN NE H 6 Cuello 
13 EN Bulldog H 1 Pabellón auricular 
14 EN Schnauzer gigante M 8 Dedo 
15 EN Mestizo M 2 Pabellón auricular 
16 EN Bulldog H 1 Plano nasal 
17 EN Mestizo M 2 Plano nasal 

EN, epidermis normal; M, macho; H, hembra; Edad expresada en años; NE, no especificado. 
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Tabla 2. Información clínica de las diferentes muestras de epidermis preneoplásica de caninos. 

Caso Diagnóstico  Raza Sexo Edad Sitio 
1 EPN Dogo Argentino H 5 Abdomen 
2 EPN Dogo Argentino M 4 Abdomen  
3 EPN Dogo Argentino H 10 Abdomen 
4 EPN Dogo Argentino M 10 Flanco 
5 EPN Mestizo M 8 Inguinal 
6 EPN Mestizo H 12 Plano nasal 
7 EPN Dogo Argentino H 4 Flanco 
8 EPN Mestizo H 3 Abdomen 
9 EPN Doberman H 10 Inguinal 
10 EPN Ovejero Alemán M 2 Toracolumbar 
11 EPN Labrador retriever M 7 Codo 
12 EPN Labrador retriever H NE Toracolumbar 

EPN, epidermis normal; M, macho; H, hembra; Edad expresada en años; NE, no especificado. 
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Tabla 3. Información clínica de las diferentes muestras de papilomas cutáneos caninos. 

Caso Diagnóstico  Raza Sexo Edad Sitio 
1 PC Bóxer M 6 Lecho ungueal 
2 PC Ovejero Alemán H 8 Pezón 
3 PC Pitbull H 6 m Múltiples  
4 PC Bóxer H 6 m Múltiples 
5 PC Chihuahua  H 2 Perineal 
6 PC Mestizo H 1 Perineal 
7 PC Mestizo H 8 m Inguinal 
8 PC Mestizo M 6 m Múltiples 
9 PC Weimaraner H 2 NE 
10 PC Bóxer H 7 m Múltiples 
11 PC NE H 7 Inguinal 
12 PC Pointer M NE Labio 
13 PC NE M 2 m Múltiples 
14 PC Weimaraner  H 5 Pezón 
15 PC Bóxer H 1 Pabellón auricular 
16 PC Mestizo M 8 m Axilar   
17 PC NE H 7 NE 
18 PC Mestizo H 1 Parpado 
19 PC Mestizo H 1 Mamaria 
20 PC Pitbull M 1 Labio 
21 PC NE M 7 m Prepucio 
22 PC Labrador retriever M 1 NE 
23 PC Mestizo H 11 Metacarpo 
24 PC Pointer M 8 Labio 
25 PC NE M 10 Dedo 
26 PC Pitbull H 4 m Flanco 
27 PC Bóxer H 3 NE 
28 PC Rottweiler H 1 Labio 
29 PC Labrador retriever M 11 Dedo 
30 PC Amstaff H 9 Múltiples 
31 PC NE M 8 Múltiples 
32 PC Mestizo M 12 Mamaria 
33 PC Gran Danés H 1 Dedo 
34 PC Bóxer NE 2 Cuello  
35 PC Dogo Argentino H 6 Múltiples 
36 PC Cocker M 8 Múltiples 
37 PC Doberman M 8 Múltiples 
38 PC NE H 5 m Múltiples 
39 PC Mestizo H 3 Múltiples 
40 PC Mestizo H 2 Inguinal 
41 PC Mestizo M 8 Pabellón auricular 

PC, papiloma cutáneo; M, macho; H, hembra; Edad expresada en años, excepto los casos donde 
se especifica que es en meses con m; NE, no especificado. 

 



Tesis Doctoral - Berenice Liyare Sanz Ressel  98 
 

Tabla 4. Información clínica de las diferentes muestras de carcinomas de células escamosas 

cutáneos caninos. 

Caso Diagnóstico  Raza Sexo Edad Sitio 
1 CCEC Dálmata M 9 Inguinal 
2 CCEC Bulterrier M 6 Prepucio 
3 CCEC Dálmata H 9 Inguinal 
4 CCEC Dogo Argentino H 4 Inguinal 
5 CCEC Mestizo M NE Prepucio 
6 CCEC Dogo Argentino H 4 Abdomen 
7 CCEC Dogo Argentino M NE Escroto 
8 CCEC Ovejero Alemán H 12 Abdomen 
9 CCEC Weimaraner M 10 Vientre 
10 CCEC Pointer M 10 Inguinal 
11 CCEC Mestizo H 15 Labio   
12 CCEC Pointer M 10 Escroto 
13 CCEC Basset Hound M 8 Escapular 
14 CCEC Pitbull H 8 Flanco 
15 CCEC Mestizo H 6 Flanco 
16 CCEC Dogo Argentino H 7 Abdomen 
17 CCEC Dogo Argentino H 8 Flanco  
18 CCEC Mestizo M 12 Escrotal 
19 CCEC Mestizo M 6 Escapular 
20 CCEC Cocker M 8 Lecho ungueal 
21 CCEC NE  H 11 Lecho ungueal 
22 CCEC Mestizo M 9 Lecho ungueal 
23 CCEC Cocker H 13 Lecho ungueal 
24 CCEC Brichon frise M 6 Escroto 
25 CCEC NE M 14 Lecho ungueal 
26 CCEC Ovejero Alemán M 10 Lecho ungueal 
27 CCEC Dogo Argentino M 6 Escroto 
28 CCEC Rottweiler H 10 Lecho ungueal 
29 CCEC Ovejero Alemán  H 11 Base de la cola 
30 CCEC Kuvasz H 10 Frontal 
31 CCEC Dogo Argentino M 5 Prepucio 
32 CCEC Mestizo H 4 Lumbar   
33 CCEC Dogo Argentino H 10 Tricipital  
34 CCEC Caniche H 10 Abdomen 
35 CCEC Bóxer M 6 Escroto 
36 CCEC Dogo Argentino H 5 NE 
37 CCEC Dogo Argentino H 10 NE 
38 CCEC NE H 6 Cuello 
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Tabla 4. Continuación. 

Caso Diagnóstico  Raza Sexo Edad Sitio 
39 CCEC Bull terrier H 7 Abdomen 
40 CCEC Labrador retriever H 11 Hombro 
41 CCEC Bóxer M 5 Escroto 
42 CCEC Mestizo M 1 Lecho ungueal 
43 CCEC Schnauzer gigante M 11 Lecho ungueal 
44 CCEC Dogo Argentino  H 8 Inguinal 
45 CCEC Cocker M 9 Tarso 
46 CCEC Mestizo H 9 Nariz 
47 CCEC Mestizo M 8 Escroto 
48 CCEC Galgo  H 8 Inguinal 
49 CCEC Bóxer M 6 Prepucio 
50 CCEC Mestizo H 8 NE 
51 CCEC Caniche H 5 Parrilla costal 
52 CCEC NE M 5 Frontal 
53 CCEC Dogo Argentino H 10 Abdomen 
54 CCEC Dogo Argentino M 8 Escroto 
55 CCEC Mestizo  H 13 Temporal 
56 CCEC Dogo Argentino M 9 Abdomen 
57 CCEC Bull terrier M 12 Abdomen 
58 CCEC Dogo Argentino H 8 Abdomen 
59 CCEC NE H 8 Inguinal 
60 CCEC Pointer H 10 Abdomen 
61 CCEC Pitbull H 4 Inguinal 
62 CCEC Ovejero Alemán H 12 Mandibular 
63 CCEC Dogo Argentino H 6 Abdomen 
64 CCEC Ovejero Alemán H 11 Dorsal 
65 CCEC Dogo Argentino H 6 NE 
66 CCEC Ovejero Alemán  H 2 Labio   
67 CCEC Dogo Argentino M 9 Inguinal 
68 CCEC Dogo Argentino H 4 Abdomen 
69 CCEC NE M 10 Escroto 
70 CCEC Rottweiler M 10 Frontal 
71 CCEC Mestizo H 10 Abdomen 
72 CCEC Mestizo H 5 Cuello 
73 CCEC Dogo Argentino M 11 Escroto 
74 CCEC Weimaraner M 8 Tarso 
75 CCEC Labrador retriever H 12 Codo 
76 CCEC NE M 11 Frontal 
77 CCEC Rottweiler H 7 Lecho ungueal 
78 CCEC Rottweiler H 8 Lecho ungueal 
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Tabla 4. Continuación. 
 

Caso Diagnóstico  Raza Sexo Edad Sitio 
79 CCEC Schnauzer gigante M 8 Lecho ungueal 
80 CCEC Schnauzer gigante H 12 Lecho ungueal 
81 CCEC Schnauzer gigante H 12 Lecho ungueal 
82 CCEC Labrador retriever M 12 Lecho ungueal 
83 CCEC Schnauzer gigante H 13 Lecho ungueal 
84 CCEC Ovejero Alemán M 6 Metacarpo 
85 CCEC Bóxer M 3 Lecho ungueal 
86 CCEC Rottweiler H 11 Lecho ungueal 
87 CCEC Schnauzer gigante M 6 Lecho ungueal 
88 CCEC Schnauzer gigante M 8 Lecho ungueal 
89 CCEC Rottweiler H 9 Lecho ungueal 
90 CCEC Dogo Argentino M 4 Prepucio 
91 CCEC Schnauzer gigante H 5 Lecho ungueal 
92 CCEC Beagle H 11 Abdomen 
93 CCEC Galgo  H 8 Abdomen 
94 CCEC Gran Danés M 5 Escroto 
95 CCEC Bóxer H 11 NE 
96 CCEC Mestizo H 10 Abdomen 
97 CCEC Dogo Argentino H 9 Inguinal 
98 CCEC Dogo Argentino H 5 Abdomen 
99 CCEC Mestizo H 3 Abdomen 
100 CCEC Fox terrier M 10 Lumbar   

101 CCEC Schnauzer  
gigante H 9 Parrilla costal 

102 CCEC Mestizo H 11 Inguinal 
103 CCEC Pointer H 8 Flanco 
104 CCEC Dogo Argentino H 8 Abdomen 
105 CCEC Gran Danés H 9 Flanco 
106 CCEC Dálmata H 12 Inguinal 
107 CCEC Cocker H 8 Lecho ungueal 
108 CCEC Rottweiler H 7 Lecho ungueal 
109 CCEC Dogo Argentino H 7 NE 
110 CCEC Schnauzer gigante H 12 Lecho ungueal 
111 CCEC Ovejero Alemán H 9 Lecho ungueal 
112 CCEC Mestizo  H 7 Inguinal 
113 CCEC Ovejero Alemán H 8 Frontal 
114 CCEC Rottweiler H 9 Lecho ungueal 
115 CCEC Dogo Argentino H NE Abdomen 
116 CCEC Schnauzer gigante H 7 Lecho ungueal 
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Tabla 4. Continuación. 

 
Caso Diagnóstico  Raza Sexo Edad Sitio 
117 CCEC Schnauzer gigante H 11 Lecho ungueal 
118 CCEC Labrador retriever M 6 Lecho ungueal 
119 CCEC Schnauzer gigante H 5 Lecho ungueal 
120 CCEC Bóxer M 9 Lecho ungueal 
121 CCEC Caniche H 6 Lecho ungueal 
122 CCEC Dogo Argentino H 5 Flanco 
123 CCEC Mestizo M 5 Lecho ungueal 
124 CCEC NE M 8 Escroto 
125 CCEC Golden retriever H 7 Lumbar   
126 CCEC Rottweiler H 9 Lecho ungueal 
127 CCEC Bullmastiff M 9 Metatarso  
128 CCEC Rottweiler M 8 Lecho ungueal 
129 CCEC Bull terrier H 6 Abdomen 
130 CCEC Mestizo M 5 Prepucio 
131 CCEC Pointer H 7 Abdomen 
132 CCEC Mestizo H 9 Abdomen 
133 CCEC Caniche H 3 Anca 
134 CCEC NE H 7 Inguinal 
135 CCEC Dogo Argentino M 7 Prepucio 
136 CCEC Dogo Argentino H 6 Flanco 
137 CCEC Golden retriever M 6 Lecho ungueal 
138 CCEC Schnauzer gigante H 9 Lecho ungueal 
139 CCEC Bóxer H 6 Abdomen 
140 CCEC NE NE NE NE 
141 CCEC Ovejero Alemán H 8 Axila 
142 CCEC Pointer M 12 Abdomen 
143 CCEC NE H 8 Abdomen 
144 CCEC Pitbull M 9 Flanco 
145 CCEC Dálmata H 7 Inguinal 
146 CCEC Bóxer  H 6 Pierna 
147 CCEC Fox terrier M 7 Dorsal 
148 CCEC Caniche M 8 Cuello 
149 CCEC Doberman M 10 Antebrazo 
150 CCEC Mestizo M 8 Cuello 

CCEC, carcinoma de células escamosas cutáneo; M, macho; H, hembra; Edad expresada en 
años; NE, no especificado. 
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Tabla 5. Análisis cuantitativo de la inmunohistoquímica de las diferentes muestras de 

epidermis normal de caninos. 

Caso pS6 Ki-67 pAkt PTEN pEGFR E-cadh β-cat YAP p63 CK5 
1 0 0 0 0 3 4 4 0 3 4 
2 NR NR NR NR NR NR NR NR NR NR 
3 1 0 0 3 3 4 4 0 3 4 
4 0 0 0 1 0 4 4 0 3 4 
5 0 0 0 0 2 4 4 0 3 4 
6 0 0 0 3 2 4 4 0 3 4 
7 0 0 0 1 3 4 4 0 3 4 
8 0 0 0 0 0 4 4 0 3 4 
9 0 0 0 0 3 4 4 0 3 4 
10 NR NR NR NR NR NR NR NR NR NR 
11 0 0 0 0 0 4 4 0 3 4 
12 0 0 0 0 0 4 4 0 3 4 
13 0 0 0 0 0 4 4 0 3 4 
14 1 0 0 3 3 4 4 0 3 4 
15 1 0 0 0 0 4 4 0 3 4 
16 1 0 1 0 0 4 4 1 3 4 
17 0 0 0 0 3 4 4 0 3 4 

Valores asignados: 0, menos del 10% de las células teñidas; 1, entre el 10 y el 25%; 2, entre el 
25 y el 50%; 3, entre 50 y 75%; 4, entre 75 y 100%; NR, muestra no representativa. 
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Tabla 6. Análisis cuantitativo de la inmunohistoquímica de las diferentes muestras de 

epidermis preneoplásica de caninos. 

Caso pS6 Ki-67 pAkt PTEN pEGFR E-cadh β-cat YAP p63 CK5 
1 3 0 3 3 4 4 4 4 3 4 
2 NR NR NR NR NR NR NR NR NR NR 
3 3 0 3 3 3 4 4 3 3 4 
4 4 0 3 3 4 4 4 4 3 4 
5 3 0 3 3 4 4 4 4 3 4 
6 4 0 3 3 3 4 4 3 3 4 
7 NR NR NR NR NR NR NR NR NR NR 
8 1 0 2 2 4 4 4 4 3 4 
9 3 0 3 3 3 4 4 2 3 4 
10 4 0 3 3 4 4 4 3 3 4 
11 4 0 3 3 4 4 4 4 3 4 
12 4 0 3 4 4 4 4 4 3 4 

Valores asignados: 0, menos del 10% de las células teñidas; 1, entre el 10 y el 25%; 2, entre el 
25 y el 50%; 3, entre 50 y 75%; 4, entre 75 y 100%; NR, muestra no representativa. 
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Tabla 7. Análisis cuantitativo de la inmunohistoquímica de las diferentes muestras de 

papilomas cutáneos caninos. 

Caso pS6 Ki-67 pAkt PTEN pEGFR E-cadh β-cat YAP p63 CK5 
1 2 0 1 0 0 4 4 3 3 4 
2 NR NR NR NR NR NR NR NR NR NR 
3 2 0 2 0 0 4 4 1 3 4 
4 3 0 1 0 0 4 4 1 3 4 
5 3 0 1 0 0 4 4 1 3 4 
6 3 0 3 0 0 4 4 3 3 4 
7 3 0 2 0 3 4 4 2 3 4 
8 3 0 2 0 3 4 4 2 3 4 
9 4 1 4 0 4 4 4 3 3 4 
10 4 0 2 1 0 4 4 3 3 4 
11 1 0 2 1 3 4 4 3 3 4 
12 3 0 2 1 3 4 3 3 3 4 
13 4 0 1 1 4 4 4 0 3 4 
14 2 0 2 2 0 4 3 3 3 4 
15 3 0 2 2 0 4 4 3 3 4 
16 NR NR NR NR NR NR NR NR NR NR 
17 3 0 2 2 2 4 4 3 3 4 
18 1 0 1 2 3 3 4 3 3 4 
19 3 0 2 2 3 4 3 3 3 4 
20 3 0 2 2 3 3 4 3 3 4 
21 2 0 2 2 4 3 3 3 3 4 
22 NR NR NR NR NR NR NR NR NR NR 
23 3 0 2 2 4 4 3 3 3 4 
24 NR NR NR NR NR NR NR NR NR NR 
25 3 0 2 2 4 4 3 3 3 4 
26 3 1 3 2 4 3 4 3 3 4 
27 3 1 3 2 4 4 4 3 3 4 
28 4 1 2 2 4 4 4 3 3 4 
29 2 0 1 3 0 4 4 3 3 4 
30 2 0 2 3 0 4 4 3 3 4 
31 2 0 2 3 3 4 4 3 3 4 
32 2 0 2 3 3 4 3 3 3 4 
33 2 0 2 3 3 4 3 3 3 4 
34 NR NR NR NR NR NR NR NR NR NR 
35 3 0 2 3 3 3 3 3 3 4 
36 3 0 2 3 3 4 3 3 3 4 
37 3 0 3 3 3 4 3 1 3 4 
38 3 0 3 3 4 3 3 2 3 4 
39 4 0 3 3 4 4 3 3 3 4 
40 4 1 2 4 4 4 3 3 3 4 
41 4 0 4 4 4 4 4 3 3 4 

Valores asignados: 0, menos del 10% de las células teñidas; 1, entre el 10 y el 25%; 2, entre el 
25 y el 50%; 3, entre 50 y 75%; 4, entre 75 y 100%; NR, muestra no representativa. 
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Tabla 8. Análisis cuantitativo de la inmunohistoquímica de las diferentes muestras de 

carcinomas de células escamosas cutáneos caninos. 

 
Caso pS6 Ki-67 pAkt PTEN pEGFR E-cadh β-cat YAP p63 CK5 

1 3 0 0 0 1 4 3 0 3 4 
2 3 0 3 0 0 4 4 0 3 4 
3 0 1 2 0 0 4 4 2 3 4 
4 3 1 2 0 3 0 1 1 3 4 
5 2 0 2 0 3 3 3 0 3 4 
6 3 0 3 0 0 2 2 2 3 4 
7 0 0 1 0 0 3 2 2 4 4 
8 4 0 2 0 0 3 3 0 4 4 
9 4 0 2 0 0 3 4 0 3 4 
10 4 0 3 0 0 3 3 1 3 4 
11 4 1 2 0 4 0 4 4 3 4 
12 3 0 0 0 0 3 4 3 4 4 
13 3 0 2 0 0 4 3 0 4 4 
14 3 0 3 0 0 3 0 0 3 4 
15 3 0 3 0 0 4 4 0 3 4 
16 0 0 2 0 3 3 3 3 3 4 
17 2 0 3 0 0 3 3 0 3 4 
18 4 0 2 0 3 3 4 3 3 4 
19 1 0 2 0 0 2 2 2 3 4 
20 3 0 3 0 1 0 3 0 3 4 
21 1 0 0 0 0 3 4 3 3 4 
22 2 0 0 0 0 3 4 0 3 4 
23 4 0 4 0 0 3 4 3 3 4 
24 2 0 2 0 4 2 3 2 4 4 
25 4 0 3 0 2 3 4 2 3 4 
26 4 1 4 0 4 4 4 2 3 4 
27 2 0 0 0 0 3 4 2 3 4 
28 3 0 0 0 1 3 3 2 3 4 
29 3 0 2 3 3 3 4 3 3 4 
30 4 0 4 0 3 0 3 2 3 4 
31 2 0 0 1 3 3 3 0 3 4 
32 4 0 0 1 0 0 3 3 3 4 
33 3 0 2 1 3 4 3 2 3 4 
34 3 0 4 1 2 3 3 1 3 4 
35 3 0 3 1 2 3 3 1 3 4 
36 4 0 0 1 3 3 3 1 3 4 
37 4 0 4 1 0 3 3 1 3 4 
38 4 0 2 1 3 2 3 2 4 4 
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Tabla 8. Continuación 
 

Caso pS6 Ki-67 pAkt PTEN pEGFR E-cadh β-cat YAP p63 CK5 
39 2 0 2 1 0 3 3 3 3 4 
40 1 1 3 1 0 0 4 3 4 4 
41 2 1 0 1 0 0 3 NR 4 4 
42 4 1 2 1 3 4 4 3 3 4 
43 4 0 2 1 4 3 3 2 3 4 
44 4 1 0 2 3 3 3 3 3 4 
45 2 0 2 1 3 3 3 2 3 4 
46 4 1 4 2 2 3 4 2 3 4 
47 3 0 3 2 2 3 3 3 3 4 
48 2 0 1 2 2 2 3 3 3 4 
49 4 1 4 2 4 3 3 3 3 4 
50 4 0 0 2 3 4 4 2 3 4 
51 4 0 2 2 4 4 4 3 3 4 
52 4 0 0 2 4 3 4 4 4 4 
53 4 1 3 2 3 3 4 4 4 4 
54 3 1 2 2 4 3 4 4 3 4 
55 2 0 0 2 3 4 4 4 4 4 
56 4 0 0 2 0 3 4 2 3 4 
57 2 0 1 2 2 4 4 3 3 4 
58 4 1 0 3 2 0 1 3 3 4 
59 4 1 3 3 4 0 0 4 3 4 
60 3 1 2 3 0 3 3 2 3 4 
61 4 1 4 3 3 2 3 3 3 4 
62 4 1 2 3 4 3 3 2 3 4 
63 4 1 0 3 3 2 3 4 3 4 
64 0 0 0 3 4 3 4 4 4 4 
65 4 1 2 3 3 3 4 3 3 4 
66 4 0 2 3 4 3 4 4 3 4 
67 4 0 0 3 2 3 4 3 3 4 
68 4 0 0 3 4 3 4 3 4 4 
69 4 0 3 3 0 0 2 4 3 4 
70 2 1 1 3 0 4 4 3 3 4 
71 4 1 3 3 4 4 4 2 4 4 
72 2 0 1 3 1 3 3 4 3 4 
73 1 1 3 3 3 1 0 3 3 4 
74 4 1 4 3 3 3 4 2 3 4 
75 2 1 0 3 0 1 3 3 3 4 
76 3 0 2 3 4 3 4 1 3 4 
77 2 0 0 3 0 3 4 3 4 4 
78 2 0 1 3 0 3 3 2 3 4 
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Tabla 8. Continuación 
 

Caso pS6 Ki-67 pAkt PTEN pEGFR E-cadh β-cat YAP p63 CK5 
79 1 0 2 3 2 4 4 3 3 4 
80 4 0 0 3 0 3 3 1 3 4 
81 3 0 1 3 0 3 4 0 3 4 
82 3 0 2 3 4 0 4 2 3 4 
83 3 0 2 3 3 3 4 3 3 4 
84 4 0 2 3 4 3 3 3 3 4 
85 3 1 3 3 4 4 4 1 3 4 
86 2 0 2 3 4 3 3 3 3 4 
87 2 0 0 3 0 3 4 2 3 4 
88 4 0 0 3 2 3 3 0 3 4 
89 2 0 2 3 0 3 4 3 4 4 
90 3 0 4 3 2 3 3 3 4 4 
91 2 0 2 3 0 4 4 3 3 4 
92 0 0 0 3 0 2 3 3 3 4 
93 4 1 4 4 3 3 3 3 3 4 
94 2 1 0 4 3 3 3 4 3 4 
95 3 1 1 4 0 3 4 2 3 4 
96 3 1 3 4 0 4 3 4 3 4 
97 4 1 0 4 4 3 3 4 3 4 
98 4 0 3 4 3 3 3 3 4 4 
99 4 0 2 4 4 3 4 2 3 4 
100 2 0 2 4 3 4 4 3 4 4 
101 3 0 3 4 4 3 4 4 3 4 
102 2 0 2 4 0 0 4 0 3 4 
103 4 0 3 4 3 4 4 3 3 4 
104 2 0 3 4 2 0 3 3 4 4 
105 1 0 2 4 0 4 3 3 3 4 
106 2 0 3 4 3 2 4 3 4 4 
107 3 0 2 4 3 3 3 4 3 4 
108 1 0 3 4 2 3 4 3 4 4 
109 3 0 2 4 2 1 3 3 4 4 
110 2 1 2 4 0 3 3 3 3 4 
111 0 0 2 4 0 4 4 2 3 4 
112 3 0 3 4 1 2 3 4 4 4 
113 3 0 1 4 3 1 3 0 3 4 
114 3 1 2 4 4 0 4 4 3 4 
115 2 0 3 4 0 2 4 3 4 4 
116 1 0 3 4 0 4 3 2 4 4 
117 4 0 0 4 0 3 3 2 3 4 
118 4 0 2 4 4 3 4 2 3 4 
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Tabla 8. Continuación 
 

Caso pS6 Ki-67 pAkt PTEN pEGFR E-cadh β-cat YAP p63 CK5 
119 3 0 2 4 4 3 4 4 3 4 
120 0 0 2 4 0 3 4 2 4 4 
121 3 0 0 4 0 3 3 1 3 4 
122 3 0 3 4 4 3 4 3 3 4 
123 4 0 0 4 4 3 3 2 3 4 
124 1 0 3 4 3 3 4 4 4 4 
125 0 0 3 4 0 0 3 2 4 4 
126 4 0 3 4 2 3 3 4 4 4 
127 3 1 3 4 4 4 4 3 3 4 
128 1 0 1 4 0 0 3 3 4 4 
129 2 0 2 4 3 4 4 4 3 4 
130 2 0 3 4 4 3 4 2 4 4 
131 1 0 2 4 4 3 4 2 3 4 
132 0 1 3 4 3 3 4 4 4 4 
133 2 0 1 4 3 3 4 3 4 4 
134 1 0 3 4 2 3 4 4 4 4 
135 4 0 3 4 3 3 4 3 4 4 
136 3 1 3 4 1 3 4 2 4 4 
137 4 0 2 4 1 4 4 3 3 4 
138 0 0 2 4 0 3 3 4 4 4 
139 4 0 0 4 3 3 4 2 4 4 
140 1 0 3 4 0 2 4 2 3 4 
141 NR NR NR NR NR NR NR NR NR NR 
142 NR NR NR NR NR NR NR NR NR NR 
143 NR NR NR NR NR NR NR NR NR NR 
144 NR NR NR NR NR NR NR NR NR NR 
145 NR NR NR NR NR NR NR NR NR NR 
146 NR NR NR NR NR NR NR NR NR NR 
147 NR NR NR NR NR NR NR NR NR NR 
148 NR NR NR NR NR NR NR NR NR NR 
149 NR NR NR NR NR NR NR NR NR NR 
150 NR NR NR NR NR NR NR NR NR NR 

Valores asignados: 0, menos del 10% de las células teñidas; 1, entre el 10 y el 25%; 2, entre 
el 25 y el 50%; 3, entre 50 y 75%; 4, entre 75 y 100%; NR, muestra no representativa 
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