UNIVERSIDADE ESTADUAL PAULISTA
FACULDADE DE CIENCIAS AGRARIAS E VETERINARIAS
CAMPUS DE JABOTICABAL

ANALISE MUTACIONAL DO GENE SUPRESSOR DE TUMOR
TP53 E IMUNORREATIVIDADE DA p53 EM LINFOMAS
CANINOS

Sabryna Gouveia Calazans

Orientador: Prof. Dr. Carlos Roberto Daleck
Co-orientadora: Profa. Dra. Janete Apparecida Desidério Sena

Tese apresentada a Faculdade de Ciéncias Agréarias e
Veterinarias — Unesp, Campus de Jaboticabal, como
parte das exigéncias para a obtencdo do titulo de
Doutor em Cirurgia Veterinaria.

JABOTICABAL- SP- BRASIL
SETEMBRO - 2009



Livros Gratis

http://www.livrosgratis.com.br

Milhares de livros gratis para download.



il

DADOS CURRICULARES DA AUTORA

SABRYNA GOUVEIA CALAZANS - nascida em 12 de outubro de 1979, na cidade do
Recife-PE, ingressou no curso de graduacdo em Medicina Veterinaria da Universidade
Federal Rural de Pernambuco (UFRPE) — Recife PE em margo de 1998, concluindo-o
em 15 de agosto de 2003. Em Agosto de 2004 iniciou o curso de mestrado pelo
programa de Pds-graduacédo em Cirurgia Veterinaria da Faculdade de Ciéncias Agrarias
e Veterindrias da Universidade Estadual Paulista “Julio de Mesquita Filho”
(FCAV/UNESP), concluindo-o em fevereiro de 2006. Em marco de 2006 iniciou o curso
de doutorado pelo mesmo programa e instituicdo, onde prestou atendimento no Servico
de Oncologia Veterinaria (SOV) do Hospital Veterinario “Governador Laudo Natel” até o

corrente ano.



iii

AGRADECIMENTOS

A Fundacdo de Amparo & Pesquisa do Estado de Sdo Paulo — FAPESP, pela
bolsa de estudos concedida (processo n° 06/55732-2) e pelo auxilio financeiro
(processo n° 07/02949-7).

Ao meu orientador, Prof. Dr. Carlos Roberto Daleck, pela oportunidade,
confianca e por ter compartilhado comigo seu conhecimento e experiéncia. Por ter
contribuido com a minha formacao profissional e pessoal durante esses anos de pos-

graduacédo. Tenha sempre meu respeito e gratidao.

A Minha co-orientadora Profa. Dra. Janete Apparecida Desidério Sena, por ter
me acolhido com tanta gentileza em seu laboratério e pelos seus ensinamentos na
area. Por me estimular diante de dificuldades ou conquistas, pela amizade e carinho

que sempre me incentivaram tanto.

A Profa. Dra. Renée Laufer Amorim, pela fundamental participagdo neste
trabalho e, por inUmeras vezes, simplificar 0 que parecia complicado. Pela constante

disposicdo em ajudar, por seu entusiasmo, incentivo e amizade.

Ao Prof. Dr. Julio Lopes Sequeira, pelo auxilio com as analises histopatolégicas,
ensinando cada detalhe com paciéncia e atencao. Pela gentileza e prestatividade.

A Profa. Dra. Mirela Tinucci Costa, a quem admiro por seu profissionalismo e
agora pela dedicacdo ao Servico de Oncologia Veterinaria (SOV). Obrigada também

pela atencdo, apoio e incentivo.

Ao Prof. Dr. Andrigo Barboza De Nardi, por sua amizade, generosidade,
humildade e competéncia. Por tudo que aprendi sobre oncologia ou sobre a vida. Minha

admiracao e amizade.



v

Aos Profs. Drs. Antbnio Carlos Alessi e Rosemeri Vasconcelos do Dpto. de
Patologia Veterinaria da FCAV/Unesp-Jaboticabal, pelas correcées durante o Exame de

Qualificagao.

Ao Prof. Dr. Aureo Evangelista Santana, pelo auxilio ao longo do curso de pds-
graduacao e pela contribuicdo durante o Exame de Qualificagdo. Também agradeco a
suas orientadas Maria Luisa de Cépua, Flavia Coleta, Aline Godoy, Manuela Vieira,
Mariana Miotto e Mariane Fraguas pelo coleguismo e amizade proporcionados durante

Nossos experimentos.

A “antiga” e a “nova” geracido de pds-graduandos do SOV que tive a felicidade de
encontrar durante esses anos: Marcos Russomano, Andrigo De Nardi, Méarcio
Vasconcelos, Juliana Furlani, Jodo Humberto de Castro, Simone Fernandes, Sabrina
Rodigheri, Jane César, Fabio Motta, Sabrina Costa, Thiago Munhoz, Carolina Joao,
Joice Lara, Aline Godoy, Gedrgia Magalhdes, Erika Terra, Giovanni Vargas e Sofia
Borin, pela amizade e por tudo que aprendi com cada um de vocés.

Aos residentes e funcionarios do Hospital Veterinario, pelo companheirismo,
tornando o ambiente de trabalho proveitoso e agradavel.

Aos estagiarios do SOV, pelo empenho e contribuicdo durante o periodo de
coleta de material.

Aos proprietarios e seus respectivos caes que participaram deste trabalho, pela

colaboracéo, parceria e compreensao.

Ao técnico do Laboratério de Histologia da FCAV/Unesp-Jaboticabal, Orandi
Mateus, pelo auxilio com a confec¢cdo dos blocos de parafina, por sua simpatia,
prestatividade e bom humor de sempre.

Aos pos-graduandos Marcela Rodrigues, Pedro Pinczowski, Rafael Torres Neto,
Giuliana Croce e Sabrina Costa do Servigo de Patologia Veterinaria da FMVZ/Unesp-



Botucatu, pelo auxilio com a imunoistoquimica, por sempre nos receberem tao

prestativos e gentis.

Ao Prof. Dr. Manoel Victor Lemos, pela simpatia e atencao durante as analises
moleculares no Laboratério de Genética de Bactérias e Biotecnologia Aplicada (LGBBA)
da FCAV/Unesp-Jaboticabal.

A técnica do LGBBA Eliane Alves, pela paciéncia, boa vontade e otimismo com

as reacoes de PCR.
Aos pés-graduandos do LGBBA pelo auxilo e companhia durante o experimento.

A Prof® Dr* Catarina Takahashi pelo estagio concedido no Laboratério de
Citogenética e Mutagénese da USP-Ribeirdo Preto e aos seus orientados,

especialmente Monica Mayorano, pelos seus ensinamentos sobre biologia molecular.

Ao Prof. David J. Argyle, pelo estagio concedido na Universidade de Edimburgo

e por sua atencao e disposicdo que me dedicou durante esse periodo.

Aos poés-graduandos Thalia Blacking, Gura Bergkvist e Yu Liu, da Universidade
de Edimburgo, pelos ensinamentos, dicas de técnicas moleculares e pelas conversas
nas horas vagas.

A Prof® Mala Renwick, & ex-residente Chiara Penzo e & enfermeira Linda
Roberts, por terem me permitido acompanhar suas atividades no Royal (DICK) School
of Veterinary Studies Hospital for Small Animals Oncology Service.

A amiga Fernanda Gongalves, por me acolher em sua casa em Edimburgo, pela
companhia durante dois congelantes meses. Gracas a vocé, foi tudo mais facil. Aos
companheiros Alexandros Sykakis, Jacub Lisakowski e Diego Perelli, pelos momentos
de descontracao durante esse periodo.

Aos queridos amigos-irmaos da Familia Nutronco: Ricardo Vasconcelos,
Fernanda Gongalves, Ana Gabriela Valério, Eduardo Deberaldini, Simone Fernandes,



vi

Sabrina Rodigheri, Kellen Oliveira, Eliana Teshima e Marco Augusto Silva, por terem
sido os melhores companheiros que uma Republica pode ter. A Carmem Morello, por

ter cuidado de ndés por todos esses anos.

Aos demais amigos em Jaboticabal: Marcio Brunetto, Marcia Gomes, Soraia
Souza, Elizabeth Schimidt e Juliana Borges, pelos finais de tarde ou finais de semana.

A minha querida Pagoca Rolha, gorda e gostosa, companheira inseparavel
principalmente nas horas de comer e de dormir. Por sempre me receber em casa com

alegria e por entender minhas viagens ou meus finais de semana no laboratério.

Aos meus pais que, apesar da distancia, confiaram em mim, ofereceram
protecdo e apoiaram minhas decisbes a cada dia. Também agradeco a toda minha

familia, pelo carinho que sempre me recebem.



SUMARIO

LISTA DE ABREVIATURAS

LISTA DE QUADROS

LISTA DE FIGURAS

RESUMO

SUMMARY

1 INTRODUCAO

2 REVISAO DE LITERATURA

2.1 Linfoma Canino

2.2 Gene Supressor de Tumor TP53......oiiie e

2.3 Mutacdes em introns e o Desenvolvimento de Neoplasias

3 MATERIAL E METODOS

3.1 Animais

T I = (Yo Lo J S

3.1.2 Estadiamento

3.1.3 Quimioterapia ANtiNEOPIASICA. ......cocuveeieeei i

3.2 Coleta e Armazenamento das Amostras

3.3 Processamento do Material

3.3.1 Histopatologia e Imunoistoquimica.........cccceeeeeeeeeeeeeeeeeeeiiiiiiics
3.3.2 Extracdo do DNA GEendmMICO......c.ceeviiiriiieeee e

3.3.3 Reacdo de PCR... ..o

3.3.4 SeqUEeNCIAMENTO. ...ccooiiiiiiiii e

vii



viii

3.4 ANAlise EStatiStiCa......cuuiiiiieeiie e 19
4 RESULTADOS E DISCUSSAOQ ..ot eeeeeees e en e 20
4.1 Dados Epidemioldgicos € ClINICOS. ....uuuiiiiiiiieiiiiee e 20
4.2 Diagnostico Histopatolégico e Imunofenotipo........eeevvveiiiieeneeiiiciiiieeeee 22
4.3 Reatividade da p53.......ccueiiiiiiiiiie s 22
4.4 ReagOes de PCR e Sequenciamento..........ooooiiiiiiiiiiiiiiececceeieeeee e 25
5 CONGLUSOES.......iuuiueeeiineireeie st eesesssse s sss s sse st ses s ssssessssesans 37
B REFERENCIAS ..ottt sttt sttt 38
FAY o= 0T [ o= R PRUUPUPRPPN 52

A. Solugdes Utilizadas na Técnica de Imunoistoquimica .........cccceeeeveiiiiiieeeeeeennnes 53



Bax
Bcl-2
BHRF
BLAST
CcDh

Cdk
Dab
dNTP
DNA
EDTA
EBNA 5
EBV
FASR
FCAV
FMVZ
HE

Ig
IGF-BP3

X

LISTA DE ABREVIATURAS

Bcl-2-associated X protein

B-cell CLL(chronic lymphocytic leukemia)/lymphoma
Bcl-2-related BamH1 rightward reading frame
Basic Local Alignment Search Tool

Cluster of differentiation

Cyclin-dependent kinase

3,3’diaminobenzidina

Desoxiribonucleotide triphosphate
Deoxyribonucleic acid

Acido etilenodiaminotetracético

Epstein-Barr nuclear antigen 5

Epstein-Barr virus

Fas receptor

Faculdade de Ciéncias Agrarias e Veterinarias
Faculdade de Medicina Veterinaria e Zootecnia
Hematoxilina-eosina

Imunoglubulina

insulin-like growth factor-binding protein 3
Intramuscular

Intravenoso

latent membrane protein 1

murine double minute 2

National Center for Biotecnology Information
Proteina pré-apoptoética; (noxa: nocivo em latim)
Organizacdo Mundial de Saude

Protein 21

Protein 53



PCNA
PCR
PO
PUMA
REAL
RNA
SIRT1
SRD
SV40
Taq
TBE
TP53
TRIS
TRIS-HCI
USP
WHO
XPC

Proliferating cell nuclear antigen
Polymerase Chain Reaction

Per os

P53 upregulated modulator of apoptosis
Revised European American Lymphoma
Ribonucleic acid

Sirtuin 1

Sem raca definida

Simian virus 40

Termus aquaticus

TRIS/Borato/EDTA

Tumor protein 53
Tris(hidroximetil)Jaminometano
Trisaminomethane hydrochloride
Universidade de Sao Paulo

World Health Organization

Xeroderma pigmentosum, complementation group C



Quadro 1 -

Quadro 2 -

Quadro 3 -

Quadro 4 -

Quadro 5 -

Quadro 6 -

Quadro 7 -

Quadro 8 -

LISTA DE QUADROS

Estadiamento clinico dos linfomas caninos proposto pela
L0 1Y PR 11

Protocolo de quimioterapia da Universidade de Wisconsin

para 0s linfomas CaniNOS.........cccoevviiiieiieeiccree e 12

Classificacao histopatologica de Kiel para os linfomas nao-
i (0o [0 | 4] o 1P 14

Anticorpos utilizados nas reacbes de imunoistoquimica.
Jaboticabal, 2009...........cooo s 14

Recuperacao antigénica, bloqueio da peroxidase endbgena e
incubagdo com anticorpo primario realizados nas reacoes de
imunoistoquimica. Jaboticabal, 2009 .............cccoeeeiiiiiiiiiiee 15

Sequéncias dos primers utilizados na amplificacéo da regido
dos exons quatro a nove do gene TPS53. Jaboticabal,
2009, e et e e e e e e e e e e aaan 18

Programa da reacéo de PCR. Jaboticabal, 2009...................... 18

Identificagcao, raca, sexo, peso, idade, localizagcdo anatbémica,
estadiamento clinico, tempo de sobrevida, classificacdo
histologica (morfologia celular e grau de malignidade),
imunofenoétipo e reatividade da p53 dos cdes com linfoma.
Jaboticabal, 2009..........ooo i 21

Xi



Quadro 9 -

xii

Numero de casos, média e desvio padrao da
imunorreatividade da p53 em caes com linfoma de acordo
com fatores clinico-patolégicos e tempo de sobrevida.
Jaboticabal, 2009..........coo i 25



Figura 1 -

Figura 2 -

Figura 3 -

Figura 4 -

Figura 5 -

Figura 6 -

LISTA DE FIGURAS

Vias de sinalizacdo dependentes da p53. A p53 promove parada
no ciclo celular pela ativacao da p21, que controla a fosforilacéo
de complexos ciclina-cdk. O reparo do DNA ocorre pela
conjugacao da p21 ao PCNA ou por estimulo direto da p53 ao
gene XPC. A expressao de diversos mediadores da apoptose é
regulada diretamente pela p53. A p53 também é capaz de inibir a
angiogénese controlando a expressdao da trombospondina.
Adaptado de PECORINO L., (Molecular Biology of Cancer,

Esquema representativo do gene TP53, dividido em exons e
introns e a regido amplificada pelos primers P1, P2, P3 e P4.
Jaboticabal, 2009........c.i i

Distribuicao dos cdes quanto a localizacdo anatbémica dos
linfomas. Jaboticabal, 2009.........c..coiiiiiiiiieee e

Distribuicao dos estadios (lll, IV e V) e subestadios (“a” e “b”)

clinicos apresentados pelos cdes com linfoma. Jaboticabal,

Distribuicdo dos tipos histolégicos e graus de malignidade dos

linfomas, de acordo com a classificacdo de Kiel. Jaboticabal,

Fotomicrografia de linfoma imunoblastico de alto grau de cdo. As
células sdao grandes e apresentam nucléolo central evidente.
Classificacdo de Kiel. Hematoxilina-eosina, 400x. Jaboticabal,

06

17

30

30

31

Xiii



Figura 7 -

Figura 8 -

Figura 9 -

Figura 10 -

Figura 11 -

Figura 12 -

Figura 13 -

Fotomicrografia de linfoma centrocitico de baixo grau. As células
sdo pequenas, com nucleo irregular. Classificacdo de Kiel.

Hematoxilina-eosina, 640x. Jaboticabal, 2009..........ccccoevvvvnvevnnnene.

Distribuicdo dos imunofendétipos dos linfomas. Jaboticabal,

Fotomicrografia de linfoma T de cé&o. Positividade para o
anticorpo anti-CD3. EnVision, DAB, contracoloracdo Hematoxilina
de Harris, 640x. Jaboticabal, 2009..........cccccooiiiiiieiiiiiiiiieeeeeeee

Fotomicrografia de linfoma B de céao. Positividade para o
anticorpo  anti-CD79.  EnVision, DAB, contracoloracao
Hematoxilina de Harris, 100x. Jaboticabal, 2009...........ccccceeeeeee...

Fotomicrografia de linfoma com auséncia de marcacdo para o
anticorpo anti-p53. EnVision, DAB, contracoloracdo Hematoxilina
de Harris, 400x. Jaboticabal, 2009...........ccoooiiimmieeiiiiiiieee e

Fotomicrografia de linfoma com positividade para o anticorpo anti-
p53. EnVision, DAB, contracoloracdo Hematoxilina de Harris,
640x. Jaboticabal, 2009.............iiiiieei i

Cao, fémea, American Pitbull, cinco anos. Linfoma alimentar. (A)
Massa localizada em intestino delgado. (B) Figado do mesmo

animal, confirmando seu comprometimento. Jaboticabal,

32

32

33

33

34

34

Xiv



Figura 14 -

Figura 15 -

Figura 16 -

Figura 17 -

Figura 18 -

Eletroforograma de produtos amplificados com o 12 par de
primers. Padrdo de migracdo de 558pb em gel de agarose 1,5%.
Marcador de tamanho molecular 100pb (Fermentas®).
Jaboticabal, 2009.........oooiiiiii s

Eletroforograma de produtos amplificados com o 2° par de
primers. Padrao de migracdo de 578pb em gel de agarose 1,5%.
Marcador de tamanho molecular 100pb (Fermentas®).
Jaboticabal, 2009............cooiiiie e

Eletroforograma de produtos amplificados com o 3° par de
primers. Padrdo de migracdo de 570pb em gel de agarose 1,5%.
Marcador de tamanho molecular 100pb (Fermentas®).
Jaboticabal, 2009...........coo e

Eletroforograma de produtos amplificados com o 4° par de
primers. Padrao de migracao de 579pb em gel de agarose 1,5%.
Marcador de tamanho molecular 100pb (Fermentas®).
Jaboticabal, 2009............cooiiiiee e

Eletroesferograma obtido pela reacdo de sequenciamento
realizado com o primer P3 (Forward). Programa MEGA, versao
4.0. Jaboticabal, 2009.........couiiiiiiiieie e

35

35

36

36

XV



xvi

RESUMO

ANALISE MUTACIONAL DO GENE SUPRESSOR DE TUMOR TP53 E
IMUNORREATIVIDADE DA p53 EM LINFOMAS CANINOS

Sabendo-se da influéncia das mutagdes no gene TP53 no desenvolvimento das
neoplasias e da discrepancia entre o0s resultados obtidos pelas técnicas de
sequenciamento e imunoistoquimica, esta pesquisa teve como objetivo avaliar a
sequéncia do TP53 e a imunorreatividade da p53, relacionando-as com fatores clinico-
patolégicos em caes com linfoma. Foram avaliados 12 caes com linfoma e cinco caes
sadios. Amostras de neoplasia/linfonodo e de bulbo piloso foram obtidas. O diagnéstico
histopatolégico foi determinado pela classificagdo de Kiel. O imunofenétipo e a
imunomarcacdo da p53 foram determinados por imunoistoquimica. Para a
imunomarcacao com a p53, utilizou-se anticorpo policlonal anti-p53 (CM1) na diluicao
de 1:500. A regido do gene TP53 compreendida entre os exons quatro e nove (incluindo
introns) foi amplificada por PCR e submetida ao sequenciamento. A média da
imunorreatividade da p53 nos caes com linfoma foi 27,33%x12,14%, diferente da média
do grupo controle (0,75+0,5) (P<0,05). A auséncia de marcagao da p53 foi observada
em apenas um caso de linfoma de baixo grau de malignidade, cujo cdo apresentou um
ano de sobrevida. O outro caso de linfoma de baixo grau de malignidade apresentou a
menor marcacao da p53 (14,12%). O linfoma com maior marcacdo da p53 (50,56%)
consistiu em um linfoma alimentar cujo cao evoluiu para o 6bito no dia da consulta. As
maiores médias de marcacao foram observadas nos linfomas cutaneos, estadio clinico
V, subestadio “b”, imunofendtipo B e tempo de sobrevida de até trinta dias, sem
diferenca estatistica (P>0,05). Apesar dos resultados obtidos pela imunoistoquimica,
nenhuma mutacgéo foi encontrada nas sequéncias analisadas. E possivel concluir que a
imunorreatividade da p53 pela imunoistoquimica nao esta primariamente relacionada a
mutacdes na regiao compreendida entre os exons quatro a nove do gene TP53 nos
linfomas caninos.

Palavras-chave: cdo, linfossarcoma, p53.
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SUMMARY

MUTATIONAL ANALYSIS OF TUMOR SUPRESSOR GENE TP53 AND
IMMUNOSTAINING OF p53 IN CANINE LYMPHOMAS

TP53 mutations are wusually involved in cancer, but sequencing and
immunohistochemistry results are often controversial. Thus, the aim of this study was to
analyse both TP53 sequence and p53 immunostaining and to associate their findings to
clinical-pathological features in dogs with lymphoma. Twelve dogs with lymphoma and
five healthy dogs were included in this study. Tumor and hair sample was collected.
Histopathological diagnosis was performed according to Kiel classification.
Immunohistochemistry was performed to identify immunophenotype as well as p53
expression. Polyclonal antibody anti-p53 (CM1) was used at a 1:500 dilution. The
region that encompasses exons 4-9 was amplified by means of PCR reactions and
sequencing was then performed. p53 immunolabeling mean was 27,33%%12,14 in
canine lymphoma group. It was statistically different from control group mean (0,75%0,5)
(P<0,05). Only one p53-negative case was observed in a dog with low grade lymphoma,
which presented one-year survival. Other low grade lymphoma presented lowest p53
immunoreactivity (14,12%). Highest reactivity (50,56%) was observed in dog with
alimentary lymphoma, which died in the day of diagnosis. The highest immunolabeling
means were verified in cutaneous presentation, clinical stage V, substage “b”,
immunophenotype B and survival time up to 30 days, but there was no significant
difference (P>0,05). Nevertheless, gene mutations were not observed in any sequence.
In conclusion, p53 immunostaining is not essentially related to mutation in the gene
TP53, particularly to the region between exons 4-9.

Keywords: dog, lymphosarcoma, p53



1 INTRODUCAO

Atualmente, sabe-se que o cancer € uma doenca genética cuja iniciacao e
progressao envolvem processos nos quais o DNA acumula uma série de lesdes. Os
caes, assim como os homens, comumente desenvolvem uma variedade de neoplasias,
proporcionando valioso modelo na investigacdo dos mecanismos da oncogénese.

O linfoma canino apresenta muitas semelhangas com o linfoma humano,
particularmente com relacdo as caracteristicas histolégicas, imunoldgicas e a
responsividade aos agentes antineoplasicos, tornando-se um potencial modelo de
estudo para a espécie humana. O gene supressor de tumor TP53 regula mecanismos
anti-tumorais que previnem o acumulo das mutacdes potencialmente oncogénicas e a
instabilidade genbémica. Quando inativado pode promover o crescimento celular
descontrolado e a progressdo tumoral. Contudo, os mecanismos que envolvem as
mutagbes no TP53, bem como seu significado clinico, ndo estdo bem estabelecidos em
caes com linfoma.

A imunoistoquimica tornou-se em um periodo curto de tempo, uma das técnicas
mais utilizadas em laboratérios de diagnéstico e de pesquisa. Esta técnica tem sido
amplamente utilizada na deteccdo da proteina p53 mutante em diversas neoplasias.
Atualmente, as tecnologias em genética molecular tém facilitado os estudos dos genes,
fornecendo maior conhecimento dos mecanismos etiolégicos e abrindo perspectivas
para a descoberta de medidas de prevencao no futuro. Com o advento da PCR,
(Polymerase Chain Reaction), é possivel obter um nimero elevado de cépias de DNA
de um gene especifico, que pode ser utilizada no sequenciamento para investigacdes
de mutacoes.

Entretanto, mutacées no TP53 nem sempre apresentam resultados compativeis
com a imunorreatividade da p53 e esta discrepancia tem sido alvo de crescente
interesse nas pesquisas relacionadas ao gene. Sabendo-se da influéncia das
alteragcdes do TP53 no desenvolvimento das neoplasias, este trabalho teve como
objetivo analisar a sequéncia deste gene, bem como a expressao da p53, relacionando-
as a fatores clinico-patolégicos, como localizacdo anatémica, estadiamento clinico,

classificacao histoldgica, imunofenétipo e tempo de sobrevida em caes com linfoma.



2 REVISAO DE LITERATURA

2.1 Linfoma Canino

O linfoma (linfossarcoma ou linfoma maligno) é uma neoplasia caracterizada pela
proliferacao clonal de linfécitos malignos nos 6rgaos linféides, como medula éssea,
linfonodos, bago e figado (VONDERHAAR & MORRISON, 2002; TUREK et al., 2008).
Devido a continua migracdo destas células, os linfomas podem se originar em
praticamente qualquer tecido do organismo (FAN, 2003; VAIL & YOUNG, 2007). E uma
das neoplasias mais comumente diagnosticadas no céo e corresponde a mais de 80%
das neoplasias hematopoiéticas nesta espécie (DHALIWAL et al., 2003a). A etiologia é
desconhecida (DHALIWAL et al., 2003a; VAIL & YOUNG, 2007), sendo acometidos
normalmente os caes a partir da meia-idade, sem predilecdo por sexo (ETTINGER,
2003; TUREK et al., 2008). Caes sem raca definida (SRD) e das racas Pastor Alemao,
Boxer, Rottweiler, Poodle, Cocker Spaniel e Fila Brasileiro sdo frequentemente
acometidos no Estado de Sdo Paulo (SEQUEIRA et al., 1999; FRAGUAS, 2008).

Considerando-se a apresentacgao clinica, o linfoma em caes pode ser classificado
quanto a localizacdo anatémica em multicéntrico, alimentar ou gastrointestinal, cutaneo,
mediastinal ou timico e extranodal. O linfoma multicéntrico é mais comum,
caracterizado por linfadenomegalia acompanhada ou ndo de hepatosplenomegalia. Nos
caes com linfoma alimentar, a presenga de massas abdominais palpaveis € relativa.
Linfomas cutadneos sao considerados raros, de dificil tratamento e progressao rapida; as
lesbes sao variadas e dependem do estagio de evolucado. A apresentagcdo mediastinal
caracteriza-se pela presenca de uma massa no mediastino, frequentemente associada
com efusédo pleural. Dentre os linfomas extranodais mais comuns estdo os linfomas
nasais, oculares e cardiacos (DHALIWAL et al., 2003a; TUREK et al., 2008). Os sinais
clinicos variam de acordo com a localizagdo do tumor, porém sinais sistémicos como
linfadenopatia, apatia, hiporexia, hipertemia e efusdes sao comuns (VAIL & YOUNG,
2007; TUREK, 2008). Muitos caes apresentam anemia, hipoalbuminemia, linfocitose e
trombocitopenia nos exames laboratoriais (PRICE et al., 1991; CARDOSO et al., 2004;
TUREK, 2008). A hipercalcemia, mais freqiente em cdes com linfomas de células T, € a

sindrome paraneoplasica mais comum, causada principalmente por um peptideo com



acao semelhante ao paratorménio, denominado PTHrp (Parathyroid hormone related
peptide) e liberado pelas proprias células neoplasicas (TESKE, 1996; FOURNEL-
FLEURY et al., 2002).

O estadiamento clinico do linfoma canino obedece as regras estabelecidas pela
Organizacdo Mundial de Saude (OMS) (OWEN, 1980) e tem sido vastamente aplicado
em pesquisas relacionadas a esta neoplasia (FLORY et al., 2007). Este esquema
classifica os linfomas em estadios | a V, de acordo com a extensdao da doenca,
considerando ainda a presenca de sinais sistémicos (subestadios “a” e “b”). Além de
estimar a extensdo da doenca, o estadiamento clinico influencia o prognéstico e o
planejamento terapéutico (VAIL & YOUNG, 2007). O estadiamento clinico é
considerado um importante fator prognéstico em caes com linfoma (JAGIELSKI et al.,
2002). A maioria dos caes apresenta-se em estadios clinicos avangcados, ja que os
estadios iniciais podem passar despercebidos pelos proprietarios (DOBSON &
GORMAN, 1993).

Diversos protocolos de classificacao histopatolégica tém sido propostos para o
linfoma canino. Os esquemas de Kiel (LENNERT & FELLER, 1990), Working
Formulation (ROSENBERG et al.,, 1982), REAL (Revised European American
Lymphoma) (HARRIS, 1994) e WHO (World Health Organization) (JAFFE et al., 2001)
foram desenvolvidos para o linfoma humano, mas se prestam bem aos linfomas caninos
(PARODI et al., 1988; GREENLE et al., 1990; TESKE, 1996; DE MOURA et al., 2001a).
Independente do sistema empregado, a histopatologia fornece o diagndstico e tem valor
prognostico relevante, particularmente quando associada com imunofenétipo (de
células T ou B) e estadiamento clinico (ISAACSON, 2000; DOBSON, 2004; PONCE et
al., 2004). Morfologicamente, sdo determinados o padrao de crescimento e o tamanho
das células (DE MOURA et al.,, 2001a). Os linfomas de baixo a médio grau de
malignidade abrangem os linfomas linfocitico, centrocitico, centrocitico-centroblastico,
linfomas de células T pleomérfico, linfoplasmacitico e os linfomas de zona T, enquanto
os infomas de alto grau de malignidade classificam-se em imunoblastico, centroblastico,
linfoblastico e linfoma de grandes células anaplastico (ROSENBERG et al., 1982;
LENNERT & FELLER, 1990; HARRIS, 1994). Os caes apresentam com maior



frequéncia, linfomas de médio a alto grau, independente do esquema de classificacao
histopatolégica empregado (GREENLE et al., 1990; FOURNEL-FLEURY et al., 1997).

Entretanto, grande parte dos esquemas de classificacao histopatoldgica atuais
exige a imunofenotipagem do linfoma, procedida frequentemente mediante
imunoistoquimica (DE MOURA et al., 2001b; FOURNEL-FLEURY et al., 2002; SUEIRO
et al., 2004). O imunofenétipo B é mais comum nos caes com linfoma, ao passo que o
imunofendtipo T é considerado um indicador prognéstico fidedigno, sugestivo de
periodos de remissdo e sobrevida mais curtos (KIUPEL et al., 1999; FOURNEL-
FLEURY et al., 2002).

Céaes com linfoma respondem bem a quimioterapia antineoplasica (ROSENTHAL
& MACEWEN, 1990; TUREK et al., 2008), sendo esta a principal conduta terapéutica a
ser instituida. A poliquimioterapia € a modalidade mais utilizada no tratamento destes
animais (DHALIWAL et al., 2003b). A administracdo de ciclofosfamida, sulfato de
vincristina e prednisona (MELLANBY et al., 2002; DOBSON, 2004), constitui um dos
protocolos mais utilizados para o tratamento do linfoma canino, desde sua descricao na
literatura em 1973, por SQUIRE e colaboradores. Contudo, o protocolo da Universidade
de Wisconsin, que adiciona L-asparaginase e doxorrubicina aos farmacos anteriores, €
apontado como o mais eficaz, proporcionando periodos de remissao e sobrevida mais
duradouros (CHUN et al., 2000).

Os cées, assim como os homens, comumente desenvolvem uma variedade de
neoplasias, proporcionando valioso modelo na investigacdo dos mecanismos da
oncogénese (KRAEGEL et al., 1995). O linfoma canino apresenta muitas semelhancas
com o linfoma humano, particularmente com relacdo as caracteristicas histologicas,
imunoldgicas e a responsividade aos agentes antineoplasicos (TESKE, 1996). Devido a
esta similaridade, o linfoma canino torna-se um potencial modelo de estudo para a
espécie humana (GREENLE et al., 1990; TESKE, 1996; DHALIWAL et al., 2003a)

2.2 Gene Supressor de Tumor TP53

Atualmente, sabe-se que o cancer € uma doenca genética cuja iniciacao e
progressao envolvem processos nos quais 0 DNA acumula uma série de lesdes. Desta



forma, acredita-se que a oncogénese seja resultante de alteracées estruturais e/ou
funcionais de alguns genes cuja funcdo é controlar o crescimento normal e a
diferenciacao das células que compdem o organismo (SILVA, 2004). Os proto-
oncogenes geralmente estdo envolvidos na regulagdo positiva da proliferacao celular e
quando mutados sdo chamados oncogenes. De maneira oposta, 0s genes supressores
de tumor atuam restringindo a proliferacdo celular (CAMARGO, 1999; PECORINO,
2008). A ativacdo de proto-oncogenes associados com a inativacdo de genes
supressores de tumor sdo as principais alteracbes genéticas envolvidas no
desenvolvimento tumoral (MORRISON, 2002; SILVA, 2004).

Nos caes, o gene supressor de tumor TP53 (tumor protein 53) esta localizado no
cromossomo cinco e codifica a proteina p53 (phosphoprotein 53), reguladora de
diferentes vias de sinalizacdo que controlam as respostas celulares aos danos ao DNA
(deplecao de metabdlitos, choque térmico, hipdxia, oncoproteinas virais, e ativagdo de
oncogenes celulares, etc) (SILVA, 2004; MAXIMOV & MAXIMOV, 2008). A p53 regula
mecanismos antitumorais que previnem o acumulo das mutagbes potencialmente
oncogénicas e a instabilidade genémica. Estes mecanismos incluem a ativacdo de
proteinas de reparo do DNA, parada no ciclo celular na fase G1/S e apoptose, além de
inibirem a angiogénese. Por conseguinte, sua inativacao pode resultar no crescimento
celular descontrolado e na progressao tumoral (VOGELSTEIN et al., 2000; NASIR et al.,
2001; ARGYLE, 2008) (Figura 1).

A identificagdo dos genes envolvidos na oncogénese consiste no primeiro passo
para o desenvolvimento de métodos diagnosticos mais sensiveis e de terapias
alternativas mais especificas e eficazes (PARMIGIANI & CAMARGO, 2004). De acordo
com VELDHOEN & MILNER (1998), a p53 humana e canina apresentam estrutura e
funcado semelhantes, por isso considerar a p53 canina como um dos principais alvos
para o desenvolvimento de novas terapias para ambas as espécies. O TP53 esta
alterado em diversas neoplasias humanas, apresentando-se mutado em mais de 50%
dos casos (PIETSCH et al., 2006).

MutacOes neste gene também tém sido identificadas em caes com carcinoma de
tiredide (DEVILLE et al., 1994), carcinoma de células escamosas (TEIFKE & LOHR,
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Figura 1 — Vias de sinalizagdo dependentes da p53. A p53 promove parada no ciclo celular pela ativagédo da p21,
que controla a fosforilagdo de complexos ciclina-cdk. O reparo do DNA ocorre pela conjugagéo da p21
ao PCNA ou por estimulo direto da p53 ao gene XPC. A expresséo de diversos mediadores da apoptose
é regulada diretamente pela p53. A p53 também é capaz de inibir a angiogénese controlando a
expressao da trombospondina. Adaptado de PECORINO L., (Molecular Biology of Cancer, 2008).



1996), osteossarcoma (JOHNSON et al., 1998), melanoma (ROELS et al., 2001), tumor
de mama (CHUNG-HO & OH-KYEONG, 2002), tumor venéreo transmissivel
(GERARDI, 2008), entre outras neoplasias. Contudo, 0s mecanismos que envolvem as
mutacdes no TP53, bem como seu significado clinico, ndo estdo bem estabelecidos em
caes com linfoma (SOKOLOWSKA et al., 2005).

A perda da fungdo do TP53 comumente resulta de eventos mutacionais, como
mutacdes pontuais do tipo nonsense ou missense, perdas alélicas, rearranjos e
delecdes (LEVINE et al., 1994). A grande maioria das mutacdes encontradas no TP53
em tumores humanos esta distribuida sobre o dominio central da regido codificadora,
entre 0s exons cinco e nove, afetando a capacidade da p53 de se ligar a sequéncias no
DNA. Uma ou mais mutagcdes podem ser herdadas ou podem surgir como
consequéncia da exposicdo a carcindbgenos ambientais ou a agentes infecciosos
(SILVA, 2004). Em seres humanos, mutacées germinativas em um dos alelos do gene
TP53 estdo associadas com uma sindrome denominada Li Fraumeni, caracterizada
pela susceptibilidade a desenvolver uma série de neoplasias distintas (BARSINSKI,
2004).

VELDHOEN et al. (1998) relataram pela primeira vez, uma mutagdo herdada no
TP53 de um cao da raca Bull Mastiff, cuja presenca de um unico alelo funcional da p53
selvagem pode ter resultado em predisposicdo ao linfoma. Este achado confirmou o
concluido por ONIONS (1984), que sugeriu predisposicao de caes da raca Bull Mastiff
da mesma familia a desenvolverem linfomas. NASIR & ARGYLE (1998), ao
sequenciarem o exon cinco do gene TP53 de um cao da raga Bull Mastiff com linfoma,
observaram uma mutacao do tipo substituicdo no cdédon 145 (G > A), resultando em
uma substituicdo do aminoacido arginina (CGC) por histidina (CAC). Outro estudo
identificou a insercdo de um par de bases (AC) no exon sete, resultando em uma
mutacdo do tipo frameshift (alteragdo no quadro de leitura) no coédon 234 e a
incorporacdo de um codon de parada na posicao 247 (VELDHOEN et al., 1998), cuja
presenca no dominio central do TP53 pode ter sido suficiente para abolir a expressao
da proteina (HARVEY & LEVINE, 1991). O TP53 também pode conter polimorfismos
que comprometem suas fungdes, de natureza e mecanismos de agdo parcialmente

conhecidos, cujo impacto no desenvolvimento do cancer e na eficicia da terapia estéo



sendo progressivamente compreendidos. Deste modo, haplétipos do TP53
(combinacdées de diferentes polimorfismos neste gene) devem ser avaliados em
conjunto com os estudos de mutagdes Unicas que predominam na literatura (PIETSCH
et al., 2006).

O estudo da imunorreatividade da p53 em céaes, através da imunoistoquimica,
tem se revelado importante ferramenta de trabalho na rotina diagnéstica e de pesquisa
(KANDIOLER-ECKERSBERGER et al., 2000). A p53 nos tecidos normais possui meia-
vida muito curta, sendo mantida em baixos niveis por mecanismos que garantem sua
rapida degradacao. Assim, pelos ensaios de imunoistoquimica, é possivel detectar a
p53 mutante em neoplasias, uma vez que esta adota conformacado mais resistente a
degradacao do que a proteina selvagem (ndao-mutante) (SILVA, 2004). Em um estudo
retrospectivo realizado pelo Departamento de Patologia Veterinaria da Unesp —
Jaboticabal demonstrou-se que a superexpressdo da p53 estava relacionada com
comportamento agressivo conferido aos linfomas de alto grau histolégico nos céaes.
Este estudo também sugeriu maior intensidade de imunorreatividade das células em
linfomas de células T (SUEIRO et al., 2004). Entretanto, resultados obtidos por
SOKOLOWSKA et al. (2005), apesar de confirmarem a maior expressao da p53 nos
linfomas caninos de células T, ndo indicaram associagdo com a classificacdo
histoldgica. O valor prognéstico da expressao da p53 por imunoistoquimica também tem
sido avaliada em algumas neoplasias caninas. A superexpressao desta proteina esta
associada com tempo de sobrevida mais curto em cadelas com neoplasia mamaria,
enquanto que em caes com mastocitoma, a expressao da p53 nédo tem se revelado um
marcador prognostico confidvel (MUKARATIRWA, 2005).

Entretanto, mutacées no TP53 nem sempre apresentam resultados compativeis
com a imunorreatividade da p53 e esta discrepancia tem sido alvo de crescente
interesse nas pesquisas relacionadas ao gene (HENSON, 1996; TOLBERT et al., 1999;
KANDIOLER-ECKERSBERGER et al., 2000; HANAZONO et al., 2006).



2.3 Mutacdes em introns e o Desenvolvimento de Neoplasias

A funcdo dos introns, segmentos que se localizam entre 0s exons, nao
codificantes de proteinas, comecou a ser reconhecida especialmente apdés o
sequenciamento do genoma humano em 2003, embora permaneca até hoje no campo
das especulacdes (SOLHA & SILVA, 2004). Enfoque particular tem sido destinado as
mutagbes nos introns, antes conhecidos como “DNA-lixo”. Ao contrario do que se era
postulado, sequéncias intrbnicas sao importantes para a biologia das células e sua
maior ou menor presenca num organismo pode estar relacionada ao estagio de
desenvolvimento de doencas complexas e funcionar como um marcador do grau de
malignidade de certas formas de cancer (LOZANO & LEVINE, 1991; VARLEY et al.,
1998; LEHMAN et al., 2000; REIS et al., 2004).

Estudos realizados com cancer de préstata humana demonstraram que mais da
metade das sequéncias de DNA nao codificantes produzem transcritos que interferem
com a expressao de proto-oncogenes. Essa modulagdo, quando de alguma forma é
alterada, pode contribuir para o desenvolvimento de um tumor (REIS et al., 2004).
Outras neoplasias também podem estar relacionadas com mutagcées em introns,
inclusive do TP53. Diversas pesquisas reforcam o conceito de que polimorfismos nos
introns do TP53 estdo associados com maior risco ao cancer de mama e ovariano em
mulheres (WANG-GOHRKE et al. 1999; LEHMAN et al., 2000; FISZER-MALISZEWSKA
et al., 2003). Dos polimorfismos intrénicos do TP53 humano que reconhecidamente
interferem na sua expressao, dois sao bem estabelecidos. O primeiro e mais estudado,
ocorre no intron trés e caracteriza-se pela inser¢cdao de 16pb na posi¢cdo do nucleotideo
11951. O segundo é identificado por uma transversdao de G -> C na posicdo do
nucleotideo 13964 do intron seis (PIETSCH et al., 2006).

O processo de splicing também apresenta fundamental importdncia na
integridade funcional das proteinas. Este € o fendmeno pelo qual os introns séo
removidos de um RNA precursor, produzindo um RNA maduro funcional. Nos
eucariotos, cada intron € constituido de uma sequéncia GU inicial (3’) e uma sequéncia
AG final (5). Para que o splicing ocorra corretamente, estes sitios devem ser

reconhecidos e, mutacbes nestes nucleotideos podem prejudicar o evento,
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comprometendo a formacdo da proteina (BEROUD & SOUSSI, 2003). Adicionalmente,
os introns geram a possibilidade de que uma mesma sequéncia de DNA codifique mais
de uma proteina através do splicing alternativo. Este processo € possivel devido a
mudancas na fase leitura que permitem que regides do intron, ora “se tornem exons”
para a producdo de uma proteina diferente (SOLHA & SILVA, 2004; WAIZBORT &
SOLHA, 2007).

Embora o genoma do céao esteja finalizado (LINDBLAD-TOH et al, 2005), sao
raros os estudos sobre as sequéncias dos introns no gene TP53 em caes (KRAEGEL et
al., 1995; CHU et al., 1998).
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3 MATERIAL E METODOS

3.1 Animais
3.1.1 Selecao

Foram selecionados 12 caes com diagndstico citolégico de linfoma, com ou sem
raca definida, entre machos e fémeas, atendidos no Servico de Oncologia Veterinaria
do Hospital Veterinario “Governador Laudo Natel”, da FCAV/Unesp - Jaboticabal,
durante o periodo de julho de 2006 a julho de 2007. Como grupo controle foram

considerados cinco caes provenientes do Canil Municipal de Sertdaozinho — Sao Paulo.

3.1.2 Estadiamento

Apbés anamnese e exame fisico, o estadiamento clinico do linfoma foi
estabelecido para cada paciente, com base em exames hematolégicos, mielograma,
urinalise, exames radiograficos do térax e ultrassom do abdome (Quadro 1).

Quadro 1 — Estadiamento clinico dos linfomas caninos proposto pela OMS.

Classificagao clinica da OMS para o linfoma em caes

Estadio | Envolvimento limitado a um linfonodo

Estadio Il Envolvimento de linfonodos regionais

Estédio lll Aumento generalizado dos linfonodos

Estéadio IV Envolvimento do figado e/ou bago com ou sem linfadenomegalia
Estadio V Envolvimento do sangue, medula éssea e/ou outros 6rgaos

a: sem sinais sistémicos
b: com sinais sistémicos

Adaptado de OWEN, 1980
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3.1.3.Quimioterapia Antineoplésica

Os animais foram tratados com o protocolo de quimioterapia da Universidade de
Wisconsin, constituido de sulfato de vincristina, L-asparaginase, ciclofosfamida,
doxorrubicina e prednisona (GARRET et al., 2002) (Quadro 2):

Quadro 2 - Protocolo de quimioterapia da Universidade de Wisconsin para os linfomas

caninos.
SEMANA QUIMIOTERAPICO DOSE E VIA DE ADMINISTRACAO
L-Asparaginase 400 Ul/kg ~ 1M
1 Vincristina 0,7 mg/mz- v
Prednisona 2 mg/kg - PO
0 Ciclofosfamida 250 mg/mz- PO
Prednisona 1,5 mg/kg - PO
. . 2
3 Vincristina 0,7 mg/m - IV
Prednisona 1 mg/kg - PO
4 Doxorrubicina 30 mg/m2 S\
Prednisona 0,5 mg/kg - PO
6 Vincristina 0,7 mg/mz- v
7 Ciclofosfamida 250 mg/mz- PO
8 Vincristina 0,7 mg/mz- v
9 Doxorrubicina 30 mg/m2 -1V
11 Vincristina 0,7 mg/m2 =\
13 Ciclofosfamida 250 mg/mz— PO
15 Vincristina 0,7 mg/mz— v
17 Doxorrubicina 30 mg/mz— v
19 Vincristina 0,7 mg/mz— v
21 Ciclofosfamida 250 mg/mz— PO
23 Vincristina 0,7 mg/mz— v
25 Doxorrubicina 30 mg/mz— v

Adaptado de Garret et al. (2002).

O tratamento é interrompido apds a 252 semana se houver remissdo completa da neoplasia.
IM: intramuscular; IV: intravenosa; PO: via oral.
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Considerou-se como tempo de sobrevida, o periodo entre o dia do diagndstico ao
Obito do paciente.

3.2 Coleta e Armazenamento das Amostras

Dos caes com linfoma, foram coletadas amostras da neoplasia e de tecido
normal (bulbo piloso), antes do inicio do tratamento. A obtencdo dos bulbos pilosos
objetivou a deteccao de possiveis mutagdes herdadas, caso presentes no tecido
normal. As amostras de neoplasia foram obtidas do linfonodo ou tecido acometido,
mediante bidpsia incisional, enquanto as amostras de pélo foram obtidas por
arrancamento, com o auxilio de uma pinca. Dos animais do grupo controle, foram
coletados linfonodos inguinais e pélos. Parte das amostras tumorais ou de linfonodos foi
conservada em formalina neutra tamponada a 10% (pH 7,6) durante 24 horas e em
alcool a 70% durante 48 horas, para realizagdo da andlise histopatoldgica e
imunoistoquimica. A outra parte das amostras, assim como as amostras de pélo, foram

armazenadas em freezer a -20°C até o momento da extragdo do DNA gendémico.

3.3 Processamento do Material
3.3.1 Histopatologia e Imunoistoquimica

Para a classificacdo histopatolégica, determinacdo do imunofenétipo e da
imunomarcacao da p53, as amostras de neoplasia conservadas em formalina/alcool
foram incuidas em parafina e submetidas a protocolos especificos para cada analise.
Estas técnicas foram realizadas no Laboratério de Imunoistoquimica do Servico de
Patologia Veterinaria da FMVZ/Unesp - Botucatu.

Foram realizados cortes histolégicos de cinco micrometros, corados pelo método
histoquimico Hematoxilina-eosina (HE) e utilizados para analise e classificagao
histolégica dos linfomas. Empregou-se a classificagdo histopatolégica de Kiel
(LENNERT & FELLER, 1990), proposta para os linfomas ndo-Hodgkin humanos, pela

qual sdo considerados a morfologia celular € o grau de malignidade (Quadro 3).
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Quadro 3 - Classificacéao histopatolédgica de Kiel para os linfomas ndo-Hodgkin.

GRAU DE MALIGNIDADE MORFOLOGIA CELULAR

Centroblastico

Linfoblastico T ou B

ALTO
Imunoblastico
Anaplésico
Linfocitico
Linfoplasmocitico
BAIXO

Centrocitico

Centroblastico-centrocitico

Adaptado de (LENNERT & FELLER, 1990)

A determinacdo do imunofenédtipo e a imunomarcacdo da p53, foram obtidas
mediante técnica de imunoistoquimica, utilizando anticorpo primario especifico para
cada reagao (Quadro 4). Foram realizados cortes de trés micrébmetros, montados em
laminas previamente preparadas com cola liquida a base de organosilano (c6d. A3648,
Sigma®). Anteriormente a reacéo, as laminas permaneceram em estufa a 56°C durante
60 minutos. Em seguida, foram deparafinizadas em banhos de xilol, reidratadas em

gradiente decrescente de alcool e lavadas com agua destilada.

Quadro 4 — Anticorpos utilizados nas reacdes de imunoistoquimica. Jaboticabal, 2009.
ANTICORPO CLONE cODIGO MARCA DILUICAO*

®
Anti-CD3 Policlonal A0452 DakoCytomation 1:100
®
Anti-CD79a HM57 M7050 DakoCytomation 1:50
Anti-p53 Policlonal CM1 NCL-p53-CM1 Novocastra® 1:500

*Diluigado em solugéo a 0,1% de albumina sérica bovina em solugéo tampéo de TRIS.

Para as reagcées com os anticorpos anti-CD3 (células T) e anti-CD79a (células
B), a recuperacao antigénica foi realizada com solucdo de EDTA (pH 8) (Apéndice A),
em banho-maria a 95°C, durante 30 minutos. A atividade da peroxidase enddogena foi
bloqueada pela imersdao das laminas em agua oxigenada 10 volumes, durante 20
minutos. Em seguida, os cortes foram incubados com o anticorpo primario a 4°C, em

camara umida, durante 18 horas (Quadro 5).
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Para a reacdo com o anticorpo anti-p53, a recuperacado antigénica foi realizada
com solucdo tampao de citrato de sbédio, 10mM (pH 6,0), em panela de pressao,
durante trés minutos apds atingir pressdo. A atividade da peroxidase endégena foi
bloqueada pela utilizagdo do Dual Endogenous Enzyme Block (c6d. S2003,
DakoCytomation®), durante 10 minutos, seguido do Protein Block Serum-Free (céd.
X0909, DakoCytomation®), durante 10 minutos e do Goat Serum (Normal) (céd. X0907,
DakoCytomation®), diluido em solugdo tampdo TRIS, (Apéndice A), na proporgdo de
1:40, durante 20 minutos. Durante o bloqueio, as laminas permaneceram incubadas em
estufa a 27°C. Em seguida, os cortes foram incubados com o anticorpo primario a 27°C,

em camara umida, durante 2 horas (Quadro 5).

Quadro 5 — Recuperacao antigénica, bloqueio da peroxidase enddégena e incubacao
com anticorpo primario realizados nas reagcbes de imunoistoquimica.
Jaboticabal, 2009.

ANTICORPO Recuperacao Bloqueio da peroxidase Incubacao com anticorpo
antigénica endogena primario
EDTA (pH 8) Camara umida
. . o H202 (1 0 VOl) .
Anti-CD3 Banho-maria (95°C) . Geladeira (4°C)
20 minutos
30 minutos 18 horas
EDTA (pH 8) Camara umida
. . o H202 (1 0 VOl) .
Anti-CD79a Banho-maria (95°C) . Geladeira (4°C)
20 minutos
30 minutos 18 horas

Dual Endogenous Enzyme Block

. . (10 minutos )
Citrato de sodio (pH

6.0) Protein Block Serum-Free Camara Umida
Anti-p53 i (10 minutos ) Ambiente (27°C)
Panela de pressao
. Goat Serum (Normal) 2 horas
3 minutos (20 minutos)
27°C

Apés a incubagado com os respectivos anticorpos, as laminas foram lavadas com
solucdo tampao TRIS (Apéndice A). Os cortes foram incubados com um anticorpo
secundario conjugado a um polimero e moléculas de peroxidase do kit EnVision Dual-
link (c6d. K4063, DakoCytomation®) em estufa a 27°C, durante 60 minutos. A revelagdo

(ligagdo  antigeno-anticorpo) foi  visibilizada com  substrato  cromogénico
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3,3'diaminobenzidina (Dab), Liquid (c6d. K3466, DakoCytomation®), durante trés
minutos e os cortes foram contra-corados com Hematoxilina de Harris. Posteriormente,
0s mesmos cortes foram desidratados em alcoois, diafanizados em xilol e as laminas

foram montadas com béalsamo do canada e laminula.

Para a confeccdo das laminas de controle negativo, substituiu-se o anticorpo
primario por imunoglobulina da espécie em que o anticorpo primario foi produzido (CD3
e p53: Ig de coelho; CD79a: Ig de camundongo). Como controle positivo das reacdes
com o anticorpo anti-p53, foram utilizados cortes de carcinoma de células escamosas
de cao.

As laminas foram avaliadas por microscopia de luz. O imunofenétipo T ou B foi
determinado conforme marcagcao positiva para o anticorpo anti-CD3 ou anti-CD79,
respectivamente. A avaliacdo da reatividade da p53 foi realizada em objetiva de 40x.
Foram contadas as células positivas para o anticorpo e todas as células presentes em
cinco campos aleatoérios. Estes valores foram transformados em percentual de células
positivas. Considerou-se como reacao positiva para a marcacao da p53, apenas 0s
linfomas que apresentaram o percentual minimo de 5% de células positivas. Para esta
analise, utilizou-se um equipamento analisador de imagens, que integra um microscépio
optico (Leica DMR) acoplado a uma camera digital (Leica DFC500), gerando imagens

em um programa computacional de analise morfométrica Leica QWin Plus.

3.3.2 Extracdo do DNA genbmico

A extracdo do DNA gendbmico e a técnica de PCR foram realizadas no
Laboratério de Genética de Bactérias e Biotecnologia Aplicada do Departamento de

Biologia Aplicada a Agropecuaria da FCAV/Unesp-Jaboticabal.

As extracdes dos DNAs gendmicos das amostras de neoplasia e dos pélos foram
realizadas utilizando-se o kit DNeasy Blood and Tissue (cod. 69506, Qiagen®),
conforme instrugdes do fabricante. Para verfificacdo da integridade do DNA, realizou-se
eletroforese em gel de agarose (1%) em tampao TBE 1X (TRIS-HCL 89mM; EDTA
2,5mM e acido borico 89mM, pH 8,3), com brometo de etideo (0,05ug/mL). Aplicou-se
2,0uL de DNA gendmico diluidos em 3,0uL de tampao de corrida (TRIS-HCI 0,1M, pH
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6,8; azul de bromofenol 0,02%; glicerol 50%) durante aproximadamente uma hora em
tensdo de 100V. O gel foi fotodocumentado em aparelho Gel Doc 2000 (Bio-Rad®) para

visibilizagdo das bandas.

As amostras foram posteriormente tratadas com RNAse - Ribonuclease A (céd.
R-4875, Sigma®) para eliminar o RNA presente e melhorar a qualidade do DNA. Apds
este procedimento, realizou-se quantificacdo em espectrofotdmetro Beckman-DU®, pela
razao entre leituras de absorbancias a 260 e 280nm. As amostras foram aliquotadas e
diluidas em agua ultrapura, obtendo-se concentracao final de 100ng/uL. Parte deste
material foi armazenada em freezer a -20°C (estoque) e outra parte em geladeira a

4°C, sendo utilizada a medida que as reagdes de PCR fossem efetuadas.

3.3.3 Reacao de PCR

Para amplificacdo da regido dos exons quatro a nove do gene TP53 (incluindo
introns) foram confeccionados quatro pares de oligonucleotideos iniciadores (primers) a
partir da seqiéncia de nucleotideos depositada no GenBank (www.ncbi.nlm.nih.gov) do
National Center for Biotecnology Information (NCBI), acesso n® U62133. As sequéncias
destes primers foram determinadas com auxilio do Primo Pro 3.4: PCR Primer Design
(http://www.changbioscience.com/primo/primo.html) (Figura 2) (Quadro 6).

El E2 E3 E4 E5 E6

11 V) B \ 1 ‘ 5 M6

N
«© w @ & -

E8 E9 E10
17 18 19

I P1 I P2 I P3 I P4
(558pb) (578pb) (570pb) (579pb)
- J
Figura 2 - Esquema representativo do gene TP53, dividido em exons e introns e a regiao amplificada
pelos primers P1, P2, P3 e P4. Jaboticabal, 2009.

Para a reacdo de PCR, foram misturados 10pM de cada primer (Bio-synthesis®)
com 100ng do DNA gendmico, 0,2mM de cada dNTP (cod. 10297-018, Invitrogen®),
2mM de Sulfato de Magnésio (Invitrogen®), 1X PCR buffer (Invitrogen®) e 1U de



18

Platinum Tag DNA Polimerase high fidelity (c6d. 11304-029, Invitrogen®), obtendo-se
volume final de 25uL. O programa de PCR foi realizado em termociclador e constituiu-
se de 40 ciclos (Quadro 7).

Quadro 6 - Sequéncias dos primers utilizados na amplificagdo da regido dos exons
quatro a nove do gene TP53. Jaboticabal, 2009.

Tamanho do fragmento

Pares de primers Sequéncia (5’2 3’) obtido (pb)

P1 (forward) CCCTACAGTCTTCGGAGCTG 558

P1 (reverse) AGACGCTCAACTGCTGAGCTG

P2 (forward) CAGCTCAGCAGTTGAGCGTC 578

P2 (reverse) AAGGCACCACCACACTGTGTC

P3 (forward) TGTGGTGGTGCCTTATGAGCC 570

P3 (reverse) GACTCCTAGCCACCCTCATC

P4 (forward) ATGAGGGTGGCTAGGAGTCAG 579

P4 (reverse) AGCCTTGGTACCTGAAGGG

Quadro 7 - Programa da reacdo de PCR. Jaboticabal, 2009.

1 95 5 minutos
2 95 1 minuto
3 X 30 segundos
4 72 1 minuto
5 72 5 minutos
6 4 °0

*Etapas 2 a 4 sdo repetidas 40 vezes; x: temperatura de anelamento do iniciador; «: tempo infinito (de
armazenamento).

As reacbes de PCR foram padronizadas com a temperatura de anelamento a
64°C para os pares de primers 1, 2 e 3. Para o par de primers 4, a temperatura de
anelamento estabelecida foi de 67°C. Para a verificacdo dos fragmentos amplificados
na reacao, os produtos foram submetidos a eletroforese em gel de agarose (1,5%) com
brometo de etidio. Os produtos obtidos foram purificadas com o kit QIAquick PCR
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Purification (céd. 28104, Qiagen®) e armazenados em geladeira a 4°C, até que o

sequenciamento fosse realizado.

3.3.4 Sequenciamento

Os produtos amplificados por PCR foram enviados em duplicata ao Centro de
Estudos do Genoma Humano (USP), que realizou o sequenciamento de DNA utilizando
o0 MegaBACE 1000, um sistema de analise de DNA de 96 capilares com a tecnologia
GE Healthcare®. As reacdes de seqilenciamento foram realizadas de acordo com o
protocolo para o MegaBACE 1000, utilizando o kit DYEnamic ET Dye Terminator (com
Thermo Sequenase™ || DNA Polimerase), cbédigo US81090. As sequéncias obtidas
foram alinhadas com a sequéncia do cromossomo cinco do cao depositada no
GenBank, (ref. NC_006587/Canis familiaris chromosome 5, whole genome shotgun
sequence), com auxilio do programa Molecular Evolutionary Genetics Analysis (MEGA)
versao 4.0. A homologia entre as sequéncias foi verificada pela ferramenta Clustal W,

disponivel no programa.

3.4 Analise Estatistica

Realizou-se o teste t de Student para verificar se houve diferenca das médias do
percentual de imunorreatividade da p53 entre cédes sadios e com linfoma e também
entre as localizacbes anatbmicas cutdnea e multicéntrica, estadios clinicos Ill e V,
subestadios “a” e “b”, imunofendtipo B e T e tempo de sobrevida (até 30 dias ou entre
dois e cinco meses). Considerou-se o grau de significancia 5%. Analise descritiva dos

dados foi empregada para o restante dos resultados.
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4 RESULTADOS E DISCUSSAO

A distribuicdo dos animais com relacdo a raca, sexo, peso, idade, localizacéao
anatdbmica, estadiamento clinico, tempo de sobrevida, classificacdo histopatolégica
(morfologia celular e grau de malignidade), imunofenétipo e reatividade da p53 estéao

apresentados no Quadro 8.

4.1 Dados Epidemiolégicos e Clinicos

Dos doze caes avaliados, sete eram machos (58,33%) e cinco fémeas (41,67%).
A idade variou entre trés e dez anos (5,8312,12) e o peso entre oito e 41Kg
(22,92+11,27). Com relacdo a raca, 0os animais apresentaram a seguinte distribuicao:
trés caes SRD (25%), dois da raga Poodle (16,67%), dois American Pit Bulls (16,67%),
dois Rottweilers (16,67%) e trés pertenciam a outras racas (25%) (Boxer, Bull Terrier e
Bulldog inglés). Cées das racas Boxer, Basset Hound e Rottweiler sdo considerados
predispostos ao desenvolvimento do linfoma (VONDERHAAR & MORRISON, 2002;
VAIL & YOUNG, 2007). Apesar de estas racas estarem presentes nesta pesquisa, 0s
caes sem raca definida (SRD) prevaleceram (25%) devido a sua alta ocorréncia na
casuistica do Hospital Veterinario “Governador Laudo Natel”.

De acordo com a localizacao anatémica, seis caes (50%) apresentaram a forma
multicéntrica, manifestada principalmente por linfadenopatia regional ou generalizada,
seguida por cinco casos de linfoma cutaneo (42%) e um de linfoma alimentar (8%)
(Figura 3). A localizagdo anatémica dos linfomas caninos é bastante variavel, sendo a
apresentacao multicéntrica, a mais comum (TESKE, 1994; DHALIWAL et al., 2003a),
conforme observado neste estudo. Entretanto, a forma cuténea foi a segunda mais
freqUente, contradizendo a literatura, que considera esta apresentacao rara (TESKE,
1994; DHALIWAL et al., 2003a).
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Quadro 8 - lIdentificacdo, raca, sexo, peso, idade, localizagdo anatbémica, estadiamento clinico, tempo de sobrevida,
classificacao histoldgica (morfologia celular e grau de malignidade), imunofenétipo e reatividade da p53 dos caes
com linfoma. Jaboticabal, 2009.

SEXO PESO IDADE LOCAL. ESTAD. TEMPO DE MORFOLOGIA GRAU DE IMUNO- REATIVIDADE

Ke) (ANOS) ANAT. SOBREVIDA CELULAR MALIGNIDADE FENOTIPO p53 (%)
L1 B. Terrier Fe 20 5 M IVa 1 ano CC-CB BAIXO B 0
L2 Buldog Fe 20 4 M Illa >5 meses CcC BAIXO B 14,12
L3 SRD Ma 17 10 C Vb 7 dias IB ALTO T 19,13
L4 Rottweiller Ma 40 6 C Va 2 meses CB ALTO B 20,22
L5 Poodle Ma 8 7 M Vb 9 dias CB ALTO B 20,70
L6 Rottweiller Ma 41 4 M Vb 4 dias AN ALTO T 21,08
L7 Boxer Fe 26 4 M b 30 dias CB ALTO B 24,12
L8 Poodle Ma 8 7 C Va 30 dias AN ALTO T 34,44
L9 SRD Ma 10 9 C Va 3 meses CB ALTO B 41,60
L10 A. Pitbull Fe 30 5 A IVb Obito* LB ALTO B 50,56
L11 SRD Ma 25 6 C Vb Obito* LB ALTO T -
L12 A. Pitbull Fe 30 3 M lla 3 meses B ALTO B -

ID: identificagdo do animal. Para sexo, Ma: macho, Fe: fémea; para localizagdo anatémica, C: cutaneo, M: multicéntrico, A: alimentar; para morfologia celular, I1B: imunoblastico, CC:
centrocitico, CB: centroblastico, AN: anaplasico, LB: linfoblastico.

* paciente evoluiu para o 6bito no dia da consulta.

- ndo determinada\.
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Considerando-se o estadiamento clinico, a maioria dos cdes com linfoma é
diagnosticada em estadios avancados (lll, IV ou V) (GREENLEE et al., 1990;
SEQUEIRA, 1992; TESKE, 1994; VONDERHAAR & MORRISON 2002; VAIL & YOUNG
2007). Sete caes apresentaram estadio V (58,33%), trés apresentaram estadio Il (25%)
e dois, estadio IV (16,67%). Nenhum paciente foi diagnosticado em estagio inicial (I ou
II), provavelmente devido a inabilidade dos proprietarios em identificar estas fases no
cao. Seis animais apresentaram subestadio “a” (50%) e seis, subestadio “b” (50%)
(Figura 4). Os sinais sistémicos mais comuns foram apatia e hiporexia. A presenca de
sinais sistémicos € considerada por VONDERHAAR & MORRISON (2002), um fator
prognéstico desfavoravel e sugestivo de tempo de sobrevida mais curto.

4.2 Diagnéstico Histopatologico e Imunofendtipo

Dois cées apresentaram baixo grau de malignidade (16,67%), enquanto dez
apresentaram linfoma de alto grau (83,33%) (Figura 5). A predominancia dos linfomas
de alto grau é frequentemente verificada nas pesquisas sobre esta neoplasia em caes
(GREENLEE 1990; TESKE 1994, FOURNEL-FLEURY et al. 1997, PONCE et al. 2004,
PESSOA, 2005). Dos linfomas de alto grau, observaram-se quatro tipos histolégicos:
dois imunoblasticos (16,67%) (Figura 6), quatro centroblasticos (33,33%), dois
anaplésicos (16,67%) e um linfoblastico (8,33%). Um linfoma centrocicito-centroblastico
(8,33%) e um centrocitico (8,33%) (Figura 7) constituiram os dois casos de linfoma de
baixo grau de malignidade.

A distribuicao dos imunofenétipos (Figura 8) foi de quatro linfomas T (33,33%)
(Figura 9) e oito linfomas B (66,67%) (Figura 10), confirmando a maior frequéncia dos
linfomas B em caes, comumente observada em estudos anteriores (TESKE 1994,
FOURNEL-FLEURY et al. 2002).

4.3 Reatividade da p53

A marcacdo da p53 mutante variou de 14,12 a 50,56%, com média
27,33112,14%. Esta média diferiu estatisticamente da média do grupo controle
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(0,7520,5%) (P<0,05). Estes resultados contradizem a maioria dos estudos encontrados
na literatura que revelam que a marcagdo da p53 nos linfomas caninos é baixa,
raramente alcancando valores acima de 10% (SUEIRO et al. 2004; SOKOLOWSKA et
al., 2005; SUZANO, 2007).

N&ao foi possivel estimar a reatividade em duas amostras (L11 e L12) devido ao
namero escasso de células por campo. Quando presente, a marcagao apresentou-se
restrita ao ndcleo. O controle positivo (carcinoma de células escamosas) apresentou

marcagao intensa, ao passo que o controle negativo ndo apresentou marcagao.

Dos casos avaliados, apenas um (10%) ndo apresentou marcacédo (L1) (Figura
11). Este foi o Unico linfoma classificado como centrocitico-centroblastico (baixo grau de
malignidade), cujo cao alcangou o maior tempo de sobrevida (um ano). O outro caso de
linfoma de baixo grau de malignidade (L2) apresentou a menor marcagao da p53
(14,12%) (Quadro 8). Embora os linfomas de baixo grau estejam representados por
apenas dois caes, estes resultados sugerem que cédes com linfoma de baixo grau
podem apresentar tempo de sobrevida mais longo. Semelhantemente, estudos de
Navaratnam et al. (1998) e Pagnano et al. (2001) associaram a superexpressao da p53

com progndstico desfavoravel em pacientes humanos acometidos por linfoma.

O linfoma com maior marcacao da p53 (L10) (Figura 12) consistiu no caso de
linfoma alimentar, caracterizado pela presenca de massas neoplasicas ao longo do
intestino delgado (Figura 13A) e linfadenopatia regional, além de comprometimento
hepatico (Figura 13B). Este animal apresentou tempo de sobrevida mais curto em
relacdo aos demais, pois evoluiu para o Obito no dia da consulta (Quadro 8).
Curiosamente, este linfoma foi classificado como linfoblastico, seguindo padrao
histolégico do linfoma de Burkitt humano, um tumor de ocorréncia rara e intimamente
relacionado a infeccdo pelo virus Epstein-Barr (EBV) (KERBAUY, 2008). Entre os
linfomas humanos, o linfoma de Burkitt € o que apresenta alteracées na p53 com maior
freqUéncia, em torno de 35% (GAIDANO et al.,, 1991; KERBAUY, 2008), além de
habitualmente apresentarem maior porcentagem de células marcadas, quando
comparados aos demais tipos histolégicos (VILLUENDAS et al., 1997).
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Neste estudo, 90% (9/10) dos linfomas apresentaram positividade para a p53,
freqUéncia superior as observadas por Gamblin et al. (1997) (40% de casos positivos),
Sueiro et al. (2004) (59% de casos positivos), Suzano (2007) (72,5% de casos
positivos) e Gerardi (2008) (56,25% de casos positivos). Este resultado pode ser
justificado pelo fato de que a maior parte dos animais (80%) apresentava linfoma de
alto grau, cuja positividade da p53 pela imunoistoquimica € mais frequente (MARTINEZ-
DELGADO et al., 1997; KLUMB & CAVALCANTI-JUNIOR, 2002; SUEIRO et al., 2004).

Quando analisados os fatores clinico-patolégicos com relacdo a localizacao
anatdmica, os linfomas cutaneos e multicéntricos apresentaram médias de marcacao da
p53 28,85%%10,10% e 20,00%%4,21%, respectivamente. De acordo com o
estadiamento clinico, as médias foram 19,12%7,07 para o estadio lll e 26,19%1%9,46
para o estadio V. Os subestadios “a” e “b” apresentaram médias de marcacgao iguais a
22,591+12,63 e 27,12%x13,23, respectivamente. A média dos linfomas de alto grau foi
28,98%11,85. Os imunofenédtipos apresentaram médias 24,88%x8,33 e 28,55%+14,24
para os tipos T e B, respectivamente. O grupo de animais que alcancaram tempo de
sobrevida entre dois e cinco meses apresentou média 25,31%*14,43, enquanto no
grupo com sobrevida maxima de um més, a média de marcacao foi 28,34%+12,20
(Quadro 9).

Apesar das médias ndo terem sido estatisticamente diferentes (P>0,05) entre
nenhuma das variaveis, as maiores médias de marcagao foram observadas nos
linfomas cutaneos, estadio clinico V, subestadio “b”, imunofenétipo B e tempo de
sobrevida de até trinta dias (Quadro 9). De fato, a apresentagdo cutanea, o estadio
clinico avancado e o subestadio “b” sdo reconhecidamente indicadores de prognostico
desfavoravel em caes com linfoma (JAGIELSKI et al., 2002; VONDERHAAR &
MORRISON, 2002; VAIL & YOUNG, 2007). Contudo, o valor preditivo e prognostico da
p53 nas neoplasias linféides permanece incerto em homens e em cées (KLUMB &
CAVALCANTI-JUNIOR, 2002; SUEIRO et al., 2004). Controversamente, os linfomas de
células B apresentaram maior média de marcagao, ao passo que Sueiro et al. (2004) e
Sokolowska et al. (2005) relacionaram a maior expressao da p53 ao imunofendtipo T.
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Quadro 9 — Numero de casos, média e desvio padrao da imunorreatividade da p53 em
caes com linfoma de acordo com fatores clinico-patolégicos e tempo de
sobrevida. Jaboticabal, 2009.

NUMERO DE CASOS MEDIA (%) + DESVIO PADRAO
LOCALIZACAO ANATOMICA
Alimentar 1 50,56*
Cutaneo 4 28,85+10,10
Multicéntrico 4 20,00+4,21
ESTADIO CLIiNICO
Il 2 19,1247,07
v 1 50,56*
\Y; 6 26,19+9,46
SUBESTADIO
A 4 22,59+12,63
B 5 27,12+13,23
GRAU DE MALIGNIDADE
Baixo 1 14,12*
Alto 8 28,98+11,85
IMUNOFENOTIPO
T 3 24,88+8,33
B 6 28,55+14,24
TEMPO DE SOBREVIDA
Dois a cinco meses 4 25,31+14,43
Zero a 30 dias 6 28,34+12,20

*Valor absoluto (n=1)

4.4 Reacoes de PCR e Sequenciamento

As reagdes de PCR com os pares de primers P1, P2, P3 e P4 amplificaram
fragmentos de 558, 578, 570 e 579pb, respectivamente (Figuras 14, 15, 16 e 17). As
sequéncias das amostras dos caes com linfoma (neoplasia e bulbo piloso) e dos caes
controles (linfonodos e bulbo piloso) mostraram-se idénticas a sequéncia do TP53 do
genoma canino (Figura 18).

A auséncia de mutacao no gene TP53 associada com a superexpressao da
proteina p53 tem sido relatada em diversas pesquisas a respeito do linfoma humano
(CESARMAN et al., 1993; VILLUENDAS et al.,, 1993; MARTINEZ-DELGADO et al.,
1997; OKA et al., 1998). No entanto, este é o primeiro trabalho a discutir este tema na

espécie canina.
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A superexpressao na avaliacao p53 por imunoistoquimica é usualmente atribuida
a presenca de mutacdes no gene que a codifica, aumentando a meia-vida da proteina
em até 8 a 12 horas (MARTINEZ-DELGADO et al., 1997). Deste modo, o acumulo da
p53 mutante pode ser facilmente detectado na reacao imunoistoquimica. Por outro lado,
a forte positividade na maioria das células tumorais também pode estar associada com
a estabilizacdo da proteina por outro mecanismo diferente de mutagdo (HALL & LANE,
1994). Vale ressaltar que no presente trabalho, a reacao de imunoistoquimica também
foi realizada em linfonodos de caes sadios, que apresentaram média de marcacao
significativamente inferior as amostras de linfoma (P<0,05). Assim, independente do
mecanismo evolvido na estabilizacdo da proteina, é provavel que a detecgdo da p53

nas amostras de linfoma esteja associada a neoplasia.

A primeira hip6tese a ser considerada para que ocorra reatividade da p53 sem a
presenca de mutacao no respectivo gene, é a sensibilidade das técnicas. Este estudo
utilizou o anticorpo policlonal CM1 que, apesar de ser o clone mais adequado para
estudos com neoplasias caninas (ZACCHETTI et al., 2007), também marca a p53
selvagem (SUEIRO et al.,, 2004). Dentro deste contexto, Cesarman et al. (1993)
analizaram a reatividade da p53 em 15 amostras de linfomas anaplasicos humanos e
observaram positividade em todos os casos. Trés destes apresentaram marcag¢ao de
5%, enquanto os demais apresentaram marcacdes entre 12 a 60%. Apesar da alta
freqiéncia de positividade e da porcentagem de marcacao ser relativamente alta,
apenas um caso apresentou mutacdo no gene TP53. Os autores afirmaram que o
anticorpo monoclonal PAb 1801 utilizado no estudo também marca células com a p53
selvagem. Adicionalmente, o mesmo estudo determinou o indice de proliferacao celular
através da marcacao do Ki-67, que mostrou forte relagdo com a p53. Desta forma,
acredita-se que as células positivas para p53 podem estar relacionadas com a
proliferacao celular, como sugerido Danova et al. (1990) e ndo necessariamente com a
presenca de mutacdo no gene. Entretanto, o mecanismo que levaria ao aumento da

reatividade da p53, bem como a relacéo entre p53 e Ki-67 n&o foram elucidados.

Estudo semelhante foi realizado por Oka et al. (1998), que utilizaram o mesmo
clone PAb 1801 para determinar a imunorretividade da p53 em linfomas humanos. A
marcacao da p53 por imunoistoquimica foi observada em 59/202 casos. Apenas 3/59
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casos apresentaram mutacées pontuais, detectadas pelo seqlenciamento. Estes
pesquisadores assim como Cesarman et al. (1993) também argumentaram que em
algumas situacdes, 0 acumulo da p53 pode advir da alta taxa de proliferacéo presente
nas neoplasias malignas e reforcaram que a superexpressdao da p53 mostrou-se

intimamente associada com os linfomas de alto grau.

Villuendas et al. (1993) avaliaram 16 casos de linfomas humanos e concluiram
que a deteccao da p53 nao esta fundamentalmente envolvida com mutacées no gene.
Apenas 4/16 casos apresentaram mutacdes. Neste mesmo estudo, a porcentagem de
células marcadas variou de 1 a 52%, sendo as maiores marcacbes (40, 50 e 52%)
observadas em linfomas de Burkitt. Curiosamente, na nossa pesquisa, a maior
marcacao da p53 foi observada em um linfoma linfoblastico tipo Burkitt humano.
Entretanto, cabe enfatizar que o clone utilizado no trabalho de Villuendas et al. (1993)
era o PAb 1801.

O sequenciamento de DNA é uma técnica de alta sensibilidade, considerado
definitivo na deteccdo de mutacdes (KLUMB & CAVALCANTI JUNIOR, 2002; HIRATA
et al.,, 2006). Nao é possivel descartar a possibilidade de que algumas amostras
possam ter sido contaminadas com células normais. A contaminagdo pode ocorrer
durante a separacdo do material apds a bidpsia ou mesmo durante a extracdo do DNA.
Entretanto, este evento é considerado acidental e mesmo tendo ocorrido, a proporcao
de células normais deveria ser maior do que a de células neoplésicas, para que 0s
resultados do sequenciamento fossem alterados.

Outra possibilidade valida € que as mutacbes podem estar presentes fora da
regiao analisada do gene TP53. Para a maioria das neoplasias na espécie humana e
canina, as mutacodes localizam-se na regido compreendida entre 0s exons cinco a oito
(CARON DE FROMENTEL & SOUSSI, 1992; van LEEUWEN et al., 1997; CHU et al.,
1998). Na espécie humana, apenas 6% das mutagdes ocorrem fora deste segmento
(CARON DE FROMENTEL & SOUSSI, 1992). MARTINEZ-DELGADO et al. (1997)
estudaram 94 linfomas humanos, dos quais 16 apresentaram superexpressao da p53,
associada com a auséncia de mutagcdo entre 0os exons cinco a nove. Apenas uma

mutacdo foi observada fora desta regido (exon 10). Estes autores sugeriram que
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auséncia de mutacao nos 15 casos restantes provavelmente esta relacionada a outros

mecanismos de estabilizagdo da proteina.

As mutagdes previamente relatadas no gene TP53 de cdes com linfoma,
semelhantemente ao linfoma humano, encontram-se entre 0s exons cinco a oito
(NASIR & ARGYLE, 1998; VELDHOEN et al., 1998), embora nenhuma mutacao tenha
sido descrita em introns. Este estudo analisou a regiao compreendida entre os exons
quatro a nove do gene TP53, incluindo introns e nenhuma mutacgao foi encontrada. As
sequéncias obtidas nos caes com linfoma e sadios foram comparadas com a sequéncia
do gene TP53 do genoma do cao, concluida em 2005 por Lindblad-Toh e
colaboradores. De acordo com Veldhoen et al. (1998), a presenca de uma mutacdo em
tecido normal indica que esta foi provavelmente herdada de uma célula germinativa.
Com o objetivo de detectar este tipo de mutagéo, a reacao de seqiienciamento também
foi realizada em amostras de DNA do bulbo piloso. Todavia, nenhuma mutacao foi

encontrada nestas amostras, assim como nas amostras de DNA extraidos dos linfomas.

Estes resultados permitem sugerir que a alta porcentagem de células positivas
para p53 encontradas neste estudo pode ser decorrente de mutacdes fora do dominio
central do gene TP53, inclusive na regiao promotora. Adicionalmente, vale ressaltar que
a integridade do RNA mensageiro ndo foi avaliada e, portanto ndo é possivel
determinar a eficiéncia da transcricdo e da traducdo, processos susceptiveis a
ocorréncia de falhas, frequentemente envolvidos na patogénese das neoplasias
(PECORINO, 2008)

A inativacao da p53 também pode ocorrer pela perda, sequestracao ou ligacao a
outras proteinas, como proteinas virais (KLUMB et al., 2002). Ainda que a etiologia dos
linfomas caninos ndo tenha sido elucidada, a relagdo entre os virus e o
desenvolvimento de linfomas é amplamente relatada e discutida na literatura ha pelo
menos 30 anos (JARRET, 2006). A p53 foi descrita pela primeira vez em 1979, em
células transformadas pelo virus SV40, nas quais ela se associava com o antigeno T
(LANE & CROWFORD, 1979). Atualmente, sabe-se que o este virus simio esta
frequentemente associado com alguns tipos de linfoma na espécie humana (VILCHEZ
et al., 2002). Outro virus reconhecidamente relacionado ao linfoma humano € o Epstein-
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Barr. De acordo com Klumb et al. (2000), algumas proteinas do EBV tém acéao
oncogénica: LMP1 atua na transformacao de linfocitos, EBNA 5 na inativagdo do gene
supressor de tumor TP53 e a proteina BHRF tem homologia com a proteina
antiapoptoica bcl2. Esses achados reforcam a participacéo do virus como um cofator na
etiologia do linfoma de Burkitt. A p53 também pode estar associada a alguns tipos de
adenovirus e herpesvirus envolvidos na patogénese do linfoma (FETT-CONTE &
SALLES, 2002).

Por outro lado, a p53 pode apresentar-se ligada a proteina MDM2, sua
antagonista, referenciada na maioria dos estudos que associaram a imunomarcacao
pela imunoistoquimica com a auséncia de mutagdes (MARTINEZ DELGADO et al.,
1997; OKA et al., 1998; KLUMB & CAVALCANTI-JUNIOR, 2002; ZACCHETTI et al.,
2007). Em outra abordagem, Maestro et al. (1997) sugeriram que o acumulo da p53 na
auséncia de mutacao estaria associado a expressado da proteina p21, interferindo no

ciclo celular.

Por fim, outra hip6tese a ser considerada é a regulagcdo génica através de
mecanismos epigenéticos, como a metilagdo do DNA e a modificacdo das histonas
(JONES & BAYLIN, 2007). Estes mecanismos tém sido descritos em linhagens
celulares de neoplasias linféides na espécie humana (SAHAJIRI et al.,, 2005;
OPAVSKY, et al., 2007) e é conveniente aceitar que ocorram de maneira semelhante
em caes. Revisando os mecanismos epigenéticos de silenciamento génico, Baylin &
Ohm (2006) sugeriram que o0 aumento da expressao da SIRT1, uma enzima da familia
das histonas desacetilases, poderia aumentar o tempo de vida da célula através da
modulagdo da p53. Contudo, 0os mecanismos epigenéticos de desenvolvimento do

cancer ainda nao foram completamente elucidados.

Diante do exposto e frente aos resultados obtidos, sugere-se que estudos futuros
avaliem outros mecanismos envolvidos na regulacao da p53, diferentes da mutagéo no
DNA.
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Figura 6 - Fotomicrografia de linfoma imunobléstico de alto grau de cdo. As células séo
grandes e apresentam nucléolo central evidente. Classificacdo de Kiel.
Hematoxilina-eosina, 400x. Jaboticabal, 2009.
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Figura 7 — Fotomicrografia de linfoma centrocitico de baixo grau de cdo. As células
sdo pequenas, com nucleo irregular. Classificagcdo de Kiel. Hematoxilina-
eosina, 640x. Jaboticabal, 2009.
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Figura 8 - Distribuicdo dos imunofenoétipos dos cées com linfoma. Jaboticabal, 2009.
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Figura 9 - Fotomicrografia de linfoma T de cdo. Positividade para o anticorpo anti-CD3.
EnVision, DAB, contracoloracdo Hematoxilina de Harris, 640x. Jaboticabal,
2009.

Figura 10 - Fotomicrografia de linfoma B de cdo. Positividade para o anticorpo anti-
CD79. EnVision, DAB, contracoloragdo Hematoxilina de Harris, 640x.
Jaboticabal, 2009.



I AR A O
Figura 11 - Fotomicrografia de linfoma de cdo com auséncia de marcagao para o

anticorpo anti-p53. EnVision, DAB, contracoloragdo Hematoxilina de
Harris, 400x. Jaboticabal, 2009.

Figura 12 - Fotomicrografia de linfoma de cdo com positividade para o anticorpo anti-
p53. EnVision, DAB, contracoloragdo Hematoxilina de Harris, 640x.
Jaboticabal, 2009.
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Figura 13 - Céao, fémea, American Pitbull, cinco anos. Linfoma alimentar. (A) Massa localizada em
intestino delgado (seta). (B) Figado do mesmo animal, confirmando seu comprometimento.
Jaboticabal, 2009.
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Figura 14 - Eletroforograma de produtos
amplificados com o 19 par de primers.
Padrdao de migracdo de 558pb em gel de
agarose 1,5%. Marcador de tamanho
molecular 100pb (Fermentas®). Jaboticabal,
2009.

Figura 15 - Eletroforograma de produtos
amplificados com o 2° par de primers.
Padrdo de migracdo de 578pb em gel de
agarose 1,5%. Marcador de tamanho
molecular 100pb (Fermentas®). Jaboticabal,
2009.
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Figura 16 - Eletroforograma de produtos
amplificados com o 3° par de primers.
Padrao de migracdo de 570pb em gel de
agarose 1,5%. Marcador de tamanho
molecular 100pb (Fermentas ). Jaboticabal,
2009.
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Marcador

Figura 17 - Eletroforograma de produtos
amplificados com o 4° par de primers.
Padrdo de migracdo de 579pb em gel de
agarose 1,5%. Marcador de tamanho
molecular 100pb (Fermentas ). Jaboticabal,
2009.
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5 CONCLUSOES

De acordo com os resultados obtidos, € possivel concluir que:

1. A imunorreatividade da p53 pela imunoistoquimica é freqlente nos linfomas
caninos de alto grau de malignidade.

2. A imunorreatividade da p53 pela imunoistoquimica nao esta primariamente
relacionada a mutacdes na regido entre os exons quatro a nove do gene TP53

nos linfomas caninos.

3. Outros mecanismos diferentes de mutacdo no gene TP53 podem estar

envolvidos na patogénese do linfoma em caes.
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A. SOLUCOES UTILIZADAS NA TECNICA DE IMUNOISTOQUIMICA:

EDTA (Acido etilenodiamino tetra-acético):

- 1000mL de agua destilada
- 0,3722g de EDTA

TRIS solucdo tampao:

- 1000mL de agua destilada
- 6,0g Trizma base (Sigma®, c6d.T1503).
- 8,59 cloreto de sbdio

- Acertaro pHem 7,4
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