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RESUMO

O presente trabalho tem por objetivos identificar a expressdo dos genes
supressores de tumor TP53 e p63, dos genes Bax e PUMA e dos marcadores da
apoptose Caspase-2, Caspase-3, Bcl-2 e Anexina-V em tumores de anexos
oculares espontaneos em caes. Foram utilizadas 20 casos de tumores dos
anexos oculares no periodo de 1998 a 2009 de dois arquivos dos Servigos de
Patologia Veterinaria da UNESP campus de Aracgatuba, e UNESP campus de
Jaboticabal.Os cortes foram obtidos a partir dos blocos de parafina e submetidos
a analise anatomopatolégica e imunoistoquimica. Do total de 20 amostras foram
diagnosticados 13 casos de carcinoma de células escamosas, 3 casos de
carcinoma sebaceo, 2 caso de carcinoma basocelular e 2 casos de adenoma
sebaceo. Todos as amostras apresentaram imunomarcagdo para as proteinas
TP53 e p63, caspase 2, Bcl2, e Bax. Nas amostras com diagnéstico de neoplasia
maligna com melhor diferenciagcdo a imunomarcacéo é mais acentuada para estes

marcadores os marcadores.
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ABSTRACT

This aim of this study is to identify the expression of the tumor suppressor genes
TP53 and p63, genes Bax and PUMA and apoptosis markers Caspase-2,
Caspase-3, Bcl-2 and Annexin-V in spontaneous tumors in ocular adnexa dogs.
20 cases of tumors of the ocular adnexa in the period 1998 to 2009 were used of
two files of the Veterinary Pathology of UNESP campus Aracatuba and UNESP
campus Jaboticabal. The sections were obtained from the paraffin embedded and
subjected to histopathological analysis and immunohistochemistry. From those 20
samples, were diagnosed 13 cases of squamous cell carcinoma, 3 cases of
sebaceous carcinoma, 2 cases of basal cell carcinoma and 2 cases of sebaceous
adenoma. All samples showed immunostaining for proteins P53 and P63, caspase
2, Bcl2, and Bax. In samples with a diagnosis of malignancy with better

differentiation is more pronounced immunostaining for these markers markers.

Keywords: TP53, apoptosis, cancer and dog.



1. INTRODUCAO

As neoplasias, quaisquer que sejam, decorrem de alteragdes bioquimicas,
genéticas anatdmicas de células e tecidos normais. Estas células sofrem
modificacbes tornando-se diferenciadas das normais, inclusive nas suas
propriedades; crescem autonomamente, sem ou com pouca relagdo com os
mecanismos reguladores intra e intercelulares observados nos tecidos normais.
Tais alteracbes podem ser geradas por agentes extrinsecos e intrinsecos, ou
ainda pela combinacdo desses. Em cées e gatos, os fatores mais comuns sdo a
radiac&o ultravioleta (UV), podendo nos casos de carcinoma epidermdide, haver
maior atividade de enzimas do processo de apoptose (caspases), e ainda, forte
expressao de P53, sugerindo a sua mutagcdo (MONTIANI-FERREIRA, 2008).
Agentes virais tumorais (virus da leucemia felina — FeLV, virus do sarcoma felino),
e agentes quimicos carcinogénicos (petréleo, poliésteres e xileno, solventes de
inseticidas topicos presentes em xampus antipulgas e carrapatos) (BRANDES,
2009). Citam-se ainda, efeitos hormonais (fatores de crescimento; esterdides)
associados a uma maior sensibilidade das células tumorais e, ainda, uma alta
positividade entre eles e a expressédo de P53 e Bax (DOLKA, 2011). A
predisposi¢cado genética observada em que caes da raca Boxer; os quais tendem a
apresentar uma maior incidéncia de neoplasias quando comparados as outras
racas caninas (MORRISON, 1998; ROZA, 2010). Considerando tumores oculares,
pode-se citar como fatores predisponentes a idade (KREHBIEL, 1975; ROBERTS,
1986), genética (MORRISON, 1998; ROZA, 2010), infeccdo por virus

(MORRISON, 1979; BONNEY, 1980; WILLIAMS, 1981; BRANDES, 2009),



exposicao frequente a raios solares (MORGAN, 1969; BISTNER, 1998;
MONTIANI-FERREIRA, 2008); a presenca de condigdes inflamatdrias crénicas (
DREYFUS, 2011) e o comportamento metastatico dos diferentes tipos de

neoplasia (MORGAN, 1969).

Os tumores que acometem as palpebras e a terceira palpebra de caes
apresentam maior incidéncia em animais idosos (9-10 anos), algumas ragas sé&o
mais predisponentes (Beagles, Husky Siberiano e Setters), e s&o tipicamente
benignos (88% dos casos), sendo descritos adenoma sebaceo, papilomas.
Tumores malignos, incluindo adenocarcinoma, melanoma, carcinoma de células
basais e de células escamosas, s&o infreqlentes, e representam uma
porcentagem em torno de 8,2% dos tumores (ROBERTS, 1986; AQUINO, 2007).
Nestes casos, sdo comparativamente maiores em tamanho, mas com pequeno

potencial metastatico (HIRAI et al., 1997; KREHBIEL, 1975).

A aparéncia e os sinais clinicos da neoplasia variam consideravelmente de
acordo com a regiao acometida, podendo mimetizar um processo inflamatério
ocular na fase inicial até um quadro de uveite e/ou glaucoma (WILLIS, 2001). Os
animais s&o trazidos pelos seus proprietarios por apresentarem inumeros sinais
clinicos oculares como presenca de formacdes pedunculadas (BISTNER, 1998;
BONNEY, 1980), feridas crbnicas, hifema “olho vermelho”, buftalmia, epifora,

secre¢ao abundante, entre outros (BISTNER, 1998).

No homem, a incidéncia de carcinoma de células basais e carcinoma de
células escamosas sdo de 62,2% e 8,7%, respectivamente. A faixa etaria de
ocorréncia encontra-se entre 62 e 80 anos (NARIKAWA, 2011). Pacientes com
tumores periorbitais apresentam maior recorréncia comparado com os extra-

orbitais, nos caso de carcinoma sebaceo (EROVIC, 2012). Alguns estudos



evidenciam ainda, que esta incidéncia teve um aumento significante nos ultimos
anos, aumentando os valores de 1,5 por milhdo para 5,1 por milhdo de pessoas

(WANG, et al., 2003; LIN et al., 2006).

O diagnéstico ndo pode ser baseado somente em achados clinicos ou
radiograficos. S&o necessarios exames complementares citoldégicos para se
estabelecer o diagnoéstico definitivo. No caso de tumores oculares, os exames
comumente realizados s&o: aspirado por agulha fina, bidpsia incisional ou
excisional, que permitem a realizacdo de exames histopatolégicos ou
imunoistoquimicos. Em principio, todos os tumores devem ser submetidos a
exames histolégicos, pois mesmo os nddulos pequenos, com aparéncia benigna

podem revelar focos de células malignas (WILLIS, 2001).

Os métodos de tratamento mais comumente empregados para neoplasias
palpebrais, tanto em seres humanos como em caes, ainda estdo restritos a
remocdo cirurgica do crescimento tumoral, crioterapia (DREYFUS et al., 2011) e
excisdo a laser. As radiagbes ionizantes também podem ser utilizadas, mas se
limitam a alguns tipos tumorais e localizagdes, e ainda, podem induzir
mielosupressdo em cades (CLERMONT, 2012). O uso do Estroncio-90 foi relatado
por ANDRADE et al. (2003) como tratamento de carcinomas de terceira palpebra.
No estudo, os autores concluiram que tal procedimento € uma alternativa viavel
para a preservacao desta estrutura ocular, com vantagens do baixo custo quando
comparado com as outras opg¢des de tratamento, sendo passivel de ser realizado
na rotina de hospitais e clinicas veterinarias, assim como, WARE e GIEGER
(2011) também obtiveram resultados muito satisfatérios com o este tipo de terapia

num caso de plasmocitoma em céo.



O modo de crescimento de uma neoplasia é frequentemente o indicador da sua
invasividade relativa. Lesfes expansivas, bem circunscritas, sdo mais facilmente
excisadas; tumores infiltrativos com ou sem ulceracdo s&o mais agressivos,
apresentando alta taxa de recidiva pés-operatéria (ROBBINS e COTRAN, 2010).
Tradicionalmente, cerca de 50% dos cdes com tumores malignos comprovados
por bibpsia, sofrem recidivas ou metastases apdés a excisdo cirlrgica. Tal
procedimento é recomendado para a maioria dos caes que apresentam este tipo
de neoplasia, e o objetivo terapéutico é remover toda a evidéncia macroscopica
de tumor (DUBIELZIG, 1990). A excisdo nido deve ser realizada em animais que
possuam carcinomas inflamatérios ou moléstias metastaticas. A alta taxa de
recidiva indica a incapacidade de remogéo de todos os focos de células malignas.
A avaliagdo completa, incluindo as radiografias toracicas, a palpacao cuidadosa
dos linfonodos periféricos, tecido mole adjacente e estruturas ésseas, assim como
analises laboratoriais adequadas, sdo pré-requisitos para o tratamento cirurgico

adequado (KIRK, 2003).

O prognéstico destas enfermidades baseia-se no tempo de evolugéo dos
tumores e na rapidez com que estes sdo diagnosticados. As caracteristicas
clinicas e o comportamento biolégico sdo os parametros mais importantes a
serem considerados para se instituir o prognostico (VON KROSIGK et al., 2012).
Caracteristicas como modo e taxa de crescimento, volume total do tumor e
envolvimento dos linfonodos regionais ou distantes sdo fundamentais para
determinar prognoéstico e possivel tratamento. Os tumores malignos quase

sempre tém um crescimento rapido (ROBERTS, 1986).

E de fundamental importancia, também, a analise dos linfonodos regionais,

pois, tumores com alto potencial metastatico tem prognéstico desfavoravel. O



carcinoma infiltrativo esta associado a um indice de recidiva significativamente

mais elevado que o carcinoma ndo invasivo (AQUINO, 2007).

Apesar de uma profunda investigacao clinico-patolégica ser a base para o
manejo inicial das neoplasias, pouco se conhece sobre os prognésticos e as
causas dos tumores em cées. Estratégias clinicas e patolégicas estao sujeitas a
inUmeros erros, e métodos de visualizagdo por imagem ndo s&o sensiveis o

suficiente para uma avaliagao concreta (POPQOV et al., 1997).

Usualmente, um conjunto de alteracdes moleculares em diferentes niveis
de regulagdo é responsavel pelo estabelecimento do cancer, de modo que uma
simples alteracdo celular raramente é suficiente para deflagrar o processo
tumoral. Todavia, a alteracdo de alguns genes com papel central em multiplos
canais regulatorios revela o potencial impacto de uma uUnica desordem molecular

para a promoc¢ao da neoplasia (FARIA e RABENHORST, 2005).

Alteracbes genéticas né&o-letais sao consideradas o alvo principal da
carcinogénese. Tal dano genético (ou mutagao) pode ser adquirido pela agéo de
agentes ambientais, tais como produtos quimicos, radiagado, virus, ou pode ser

herdada na linha génica.

Os genes reguladores normais do ciclo celular sdo classificados em quatro
classes para a promog¢édo do crescimento das células. Os proto-oncogenes, 0s
inibidores do crescimento celular (genes supressores de tumores), os genes que
regulam a morte celular programada (apoptose) e os genes envolvidos no reparo
do DNA, que sé&o os principais alvos da genética. Os alelos mutantes dos proto-
oncogenes sdo considerados dominantes, pois eles podem transformar as células

mesmo na presenca de um homologo normal. Em contraste, ambos os alelos dos



genes supressores de tumor deve estar danificados para que a transformagéo
ocorra. No entanto, ha algumas excecdes a esta regra, as vezes, a perda ou a
mudan¢a de um unico alelo de um gene supressor de tumor pode reduzir os
niveis da atividade desta proteina, causando uma diminuigcdo da proliferagéo
celular. A perda de fungdo do gene causada por danos a um Uunico alelo &
chamado haploinsuficiéncia. Esse achado indica que a dosagem do gene é muito
importante, e que duas copias sdo necessarias para um funcionamento normal.
Os genes que regulam a apoptose pode se comportar como proto-oncogenes ou
genes supressores de tumor. As mutacdes dos genes de reparo de DNA nao
transformam diretamente as células, por afetar as suas proliferagdes ou a
apoptose. Em contradicao, estes genes afetam indiretamente a proliferagéo
celular ou sua sobrevivéncia, por influenciar a capacidade do organismo para
reparar os danos nao-letal em outros genes, incluindo proto-oncogenes e genes
supressores de tumor, e ainda, os genes que regulam a apoptose. A deficiéncia
dos genes de reparo do DNA pode predispor as células a quadros de mutacao
difundidos no genoma e, portanto, para a transformagdo neoplasica. As células

com mutacdes em genes de reparo do DNA desenvolvem um fenétipo mutante.

2. REVISAO DA LITERATURA

2.1Gene supressor TP53 e p63

Acredita-se que mutagdes do gene TP53 e de sua familia de genes séo as
alteragbes genéticas mais comuns em neoplasias em caes, entretanto pouco se

sabe ainda sobre o mesmo e suas mutagdes (FARIA, 2005; STOCKMANN, 2011).



Considerando a grande complexidade biol6gica do cancer em humanos, estudos
tém focado o seu alvo nos animais de companhia devido a sua semelhanga nos
aspectos fisiopatologicos e comportamentais na biologia do cancer. Estes animais
possuem varias caracteristicas tumorais desejadas, as quais preenchem uma
grande lacuna entre estudos in vivo e in vitro, e estas sdo de extrema importancia
no entendimento da complexidade molecular de tumores em humanos (PINHO,

2012).

Inumeros estudos tém tido como foco de investigacdo a significancia do
papel da familia do gene TP53 e a sua patogénese numa grande variedade de
neoplasias que acometem o homem e os cées. Entretanto, os estudos revelam
que o mesmo esta expresso em pouco mais de 50% dos tumores (JOHNSON,
1998; CARVALHO, 2005; MONTIANI-FERREIRA, 2008; ROBBINS e COTRAN,
2010). A capacidade da proteina p53 em controlar a apoptose em resposta a
lesdo do DNA apresenta importantes implicagbes terapéuticas praticas e
prognéstico (KIRPENSTEIJN, 2008). Com base nesses dados, o desenvolvimento
de novas alternativas de tratamento tem sido investigadas, visando aumentar a
atividade da proteina p53 em regular a proliferacao de células tumorais, ou induzi-
las a apoptose, eliminando de forma seletiva as células tumorais com funcgéo
anormal do TP53 (ROBBINS e COTRAN, 2010). Neste sentido, SHIMADA et al.
(2006), ao investigarem a viabilidade, levando em consideragdo segurancga,
atividade biolégica e a eficacia do tratamento utilizando terapia génica adenoviral
com gene TP53 (Ad5CMV-p53- ADVEXIN®) em pacientes humanos com
carcinoma de células escamosas esofagico, observaram reducdo na taxa de
crescimento tumoral, seguranca e viabilidade do seu uso. TOLCHER et al. (2006)

demonstraram também viabilidade e segurangca ao analisar a farmacocinética
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deste medicamento. FUJIWARA et al. (2006) obtiveram os mesmos beneficios
clinicos em pacientes com tumores de pulmao. Recentemente, LOPES et al.
(2010) verificaram uma elevada presenca e expressdo do gene supressor de
tumor TP53 e do oncogene c-Myc em tumores de anexos oculares de caes. Na
maioria dos casos as mutacdes de inativagdo afetam ambos os alelos do TP53 e
sdo adquiridas no processo de divisdo das células somaticas, porém a freqiiéncia
destes eventos é baixa. Alguns casos de herdabilidade de um alelo mutante
também sado observados (JIANG, et al., 1999). O fato das mutagdes serem
comuns em diversos tipos de tumores sugere que a proteina p53 (proteina
nuclear) funciona como uma guardia critica contra qualquer formagéo do cancer.
Acredita-se que a mesma esteja relacionada com a manutenc¢éo da integridade do
DNA e tem suma importancia no mecanismo de reparacdo celular. E evidente que
o TP53 age como um “policial molecular” que impede a propagacéo de células
geneticamente lesadas e induz a apoptose em células com danos irreparaveis ao
DNA (JIANG, et al,, 1999; MUTO et al., 2000; ROBBINS e COTRAN, 2010).
Tumores que apresentam funcionalidade anormal do TP53 sdo, em geral, mais
resistentes a apoptose, e acumulam muta¢des adicionais que contribuem para a

progressao da neoplasia (LEVINE, 2000).

Acredita-se que mutac¢des do gene TP53 sejam a alteragdo genética mais
comum em tumores mamarios em cadelas (VAN LEEUWEN et al., 1996), assim
como outros tipos tumorais que acometem o homem e os cdes (VELDHOEN e
MILNER, 1998; LEE, et al., 2002; LEE et al., 2004; ZUCCARI, et al., 2004;
KELLER, et al., 2007; MINTIANI-FERREIRA, 2008; STOCKMANN, 2011; PINHO,

2012).
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Algumas anormalidades deste gene tém sido documentadas em
carcinomas de tiredide (DEVILEE et al.,, 1994; TUOHY, 2012), papilomas orais
(MAYR et al.,, 1994; TEIFKE, 1998), osteossarcomas (VAN LEEUWEN et al.,
1997, KIRPENSTEIJN, 1998), adenoma da glandula perianal (MAYR et al., 1997)
e linfomas (VELDHOEN et al., 1998). A super-expressao da proteina p53 também
foi observada em tumores epiteliais, mesenquimais e de células redondas
(VELDHOEN & MILNER, 1998). Muto et al. (2000) detectaram algumas alteragdes
nos éxons 5-8 em tumores mamarios de caes, desde os tumores benignos até os

carcinomas.

CARVALHO et al. (2005), ao analisarem a presenca da proteina p53 em
carcinomas oculares de bovinos, concluiram que existe uma alta correlagdo entre
a mutacao génica do gene TP53 com inUmeros tumores sélidos, e que, a super-
expressao e 0 acumulo desta proteina nestes tipos tumorais sugerem uma
possivel mutacdo neste tipo de neoplasia. Salientaram ainda, que estudos
moleculares mais especificos sejam realizados a fim de se promover um maior
esclarecimento da relagcdo do acumulo desta proteina com a mutacéo do gene
TP53. Na atualidade, os estudos tem se voltado para a pesquisa da possibilidade
de se criar alternativas para a inativacdo do gene TP53 e suas alteragcdes em
alguns casos de neoplasias de caes, uma vez que o mesmo é reconhecido como

de grande potencial na terapia anti-cancer (VELDHOEN & MILNER, 1998).

A descoberta de membros da familia TP53 relevou que este gene possui

colaboradores, sendo um destes, o gene p63.

Na verdade, TP53 e p63sé&o agentes em uma rede complexa e com uma
similaridade significativa, o que é apenas comecgo a ser desvendado. O TP53 tem

uma expressao onipresente, enquanto p63 mostrar uma especificidade mais
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tecidual. Por exemplo, p63 é essencial para a diferenciacdo de estratificagdo do
epitélio escamoso, e € encontrado com maior freqléncia em células basais,
protegendo as células da apoptose e coordenando a sua diferenciagdo. Além
disso, o p63 é também encontrado junto com o TP53, porém expressando
diferentes isoformas, algumas das quais atuam como ativadores transcricionais.
Estas isoformas tém a capacidade para ativar p53 e induzir a apoptose e bloquear
o ciclo celular. No entanto, as outras trés isoformas agem como dominantes
negativos e suprimem a atividade de ambos TP53 e da isoforma TAp63. Apesar
homologia estrutural, ndo ha nenhuma evidéncia de que P63 é um gene
supressor de tumor, como TP53. O p63 também pode desempenhar um papel na
replicagao celular, por competicdo com TP53 para ligar o DNA ou através de uma
interagéo direta com p53 ligado ao DNA (STOCKMANN, 2011). Um exemplo
ilustrativo das agdes coodernadas destes genes é visto no tecido subconjuntival,
em células basais do tecido mamario, que tém uma pobre prognéstico. Estes
tumores tém demonstrado uma mutagdo em TP53 e p63, o que adicionalmente,
contribui para a quimiorresisténcia e pobre prognéstico (ROBBINS e COTRAN,

2010).
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2.2 Apoptose

O processo de apoptose é um processo fisiologico ativo de morte celular,
que é induzida por um processo que envolve a condensagdo da cromatina,
reducdo do volume celular e a formagdo de vesiculas na membrana,
denominadas corpos apoptéticos. Através da ativagdo de enzimas, o DNA nuclear
é degradado, assim como as proteinas citoplasmaticas (SCHWARTZMAN e
CIDLOWSKI, 1993; PUSTISEK, 2011). A membrana celular permanece intacta, a
célula apoptética é eliminada rapidamente antes que seu conteudo possa
extravasar e, desta forma, este tipo de morte celular ndo desencadeia um

processo inflamatério.

A apoptose é induzida por uma cascata de eventos moleculares que
podem ser iniciados de modos distintos O primeiro denominado intrinseco é
dependente da mitocéndria, sendo ele iniciado por sinais intracelulares pro-
apoptdbticos levando a liberagdo do citocromo e a ativacdo das caspases. Ja no
segundo processo, denominado extrinseco, ocorre a ligagdo receptor-ligante
também culminando na ativagcdo das caspases. Alguns estimulos, tais como as
células citotéxicas, ativam diretamente a execucédo das caspases, outros agem
através de proteinas adaptadoras e caspases iniciadoras ou através de eventos

mitocondriais (GRIVICICH, 2007).

2.3Via intrinseca:

A via intrinseca é ativada por estresse intracelular ou extracelular como a
deprivagao de fatores de crescimento, danos no DNA, hipdxia ou ativagdo de

oncogenes. Os sinais que sdo transduzidos em resposta a estes insultos
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convergem principalmente para a mitocéndria. IniUmeros estudos sobre apoptose
apontam a mitocéndria como o principal mediador desse tipo de morte. Essa
organela integra os estimulos de morte celular, induzindo a permeabilizacédo
mitocondrial e consequente liberagdo de suas moléculas pré-apoptéticas. O
controle e a regulagcao da apoptose séo influenciados pelos membros da familia
da proteina Bcl-2, que pode inibir ou estimular a morte celular (Figura 1). O
protooncogene Bcl-2 e a sua expresséo tém como fungéo proteger as células da
morte prevenindo ou impedindo o processo apoptético. Esta proteina esta
localizada na membrana externa da mitocdndria e é essencial na regulagdo da
liberacdo do citocromo ¢ (YANG ET AL., 1997). Quando este citocromo c é
liberado para o citosol, ocorre a ativacdo da apoptose por meio da ativacédo das

caspases.

A proteina codificada pelo gene Bax € da familia do Bcl-2 e apresenta-se
como um agente ativo que interage com a membrana mitocondrial, aumentando a
abertura dos seus canais para o citosol. Esta leva a perda do potencial da
membrana e consequente liberacdo de citocromo C para fora da mitocondria. A
sua expressao é regulada pelo gene supressor de tumor TP53 e foi demonstrado
que este processo esta diretamente envolvido no processo da apoptose

(GRIVICICH, 2007).

Outro agente participante do grupo do TP53 no processo de apoptose € o
PUMA (p53 upregulated modulador of apoptosis), que foi inicialmente identificado
como um gene ativado pelo TP53, e como uma proteina hombloga ao Bcl-2.

PUMA é extremamente efetivo na inducao da apoptose (JIAN YU, 2003).

As células apoptéticas expressam novos ligantes nas camadas mais

externas pela perda da simetria de suas membranas plasmaticas (Fosfatidilserina)
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para que sejam capturados pelas células fagocitarias. Estes fosfolipidios se
transportam para o meio exterior através da membrana plasmatica e, por este
meio, podem ser identificadas, pois se ligam a corantes especificos, como a
Anexina-V. Esta molécula pertence a uma classe de proteinas dependentes de
Ca?* mostrando estar envolvida na exocitose, inibicdo da proteina quinase c e na

atividade dos canais de calcio (HAYES et al., 2004; ROBBINS e COTRAN, 2010).

2.4Via extrinseca

A via extrinseca é desencadeada pela ligagao de ligantes especificos a um
grupo de receptores de membrana da superfamilia dos receptores de fatores de
necrose tumoral (rTNF). Este processo é capaz de ativar a cascata das caspases.
Todos os membros da familia rTNF possuem um subdominio extracelular rico em
cisteina, o qual permite que eles reconhegcam seus ligantes. Tal fato resulta na
trimerizacdo e consequente ativacao dos receptores. A sinalizacdo a seguir &
mediada pela porcdo citoplasmatica desses receptores que contém uma
seqléncia de 65 aminoacidos chamada "dominio de morte" sendo, por isso,
chamados de "receptores de morte celular" Quando os receptores de morte
celular reconhecem um ligante especifico, os seus dominios de morte interagem
com moléculas conhecidas como FADD/MORT-1. Essas moléculas tém a
capacidade de recrutarem a caspase-8 que ira ativar a caspase-3, executando a

morte por apoptose (GRIVICICH, 2007).

As caspases sao proteases cisteinas sintetizadas como precursores
inativos e podem ser caracterizadas como iniciadoras ou efetoras da cascata das

caspases (TORNBERRY e LAZEBNIK, 1998). As caspases iniciadoras (caspase-
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2, 8, 9 e10) clivam as caspases efetoras inativas, deixando-as na forma ativa. Em
contrapartida, as caspases efetoras (caspase-3, 6 e 7) desencadeiam o
mecanismo de apoptose, clivando os substratos que s&o essenciais para a fungéo
e estrutura da célula, iniciando desta maneira mudangas morfolégicas e morte

celular.

A procaspase 2 esta localizada na mitocondria, e esta € liberada para o citosol
ap6s a sua ativagdo através de estimulos fisiolégicos efou patolégicos. A
procaspase 3 € uma proteina presente no citosol onde desencadeiam todo o

processo de apoptose (EARNSHAW et al., 1999).

Figura 1. Diagrama representando a familia do Bcl-2 no processo apoptotico
controlado pela permeabilidade mitocondrial. (adaptado a partir de Cell Signaling
Technology).
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2.5 Conformacao estrutural das células em apoptose

A perda de assimetria do fosfolipideo de membrana contribui para facilitar o
reconhecimento de células apoptéticas por fagocitos pela exposicédo de outros

ligantes que estdo obscurecidos nas células viaveis.

Esta perda de assimetria do fosfolipideo associado a apoptose é
caracterizada por mudangas na fluidez relativa vista em células que mantém uma
distribuicao de fosfolipideo normal; alteragdes na fluidez contribui para mudancas

na fungéo, conformacgao, distribuigdo na membrana da proteina.

No final de 1970, a anexina V foi isolada de placenta humana, poucos anos
depois esta proteina foi descoberta independentemente em vasos sangliineos e
nomeadas como proteina vascular anticoagulante-a (VAC-a) com propriedade de
inibir a coagulagéo sanguinea. O mecanismo anticoagulante é baseado na alta
afinidade de ligagdo a fosfolipidios de membrana, especialmente de
fosfatidilserina (BOERSMA et al., 2005; BRUMATTI, 2008; VAN GENDEREN, et
al., 2008). Assim, a anexina V tem a capacidade de se ligar fortemente aos
fosfolipides de membrana plasmatica, através de suas cargas negativas na
presenca de ions calcio. Ao utilizar-se anexina-V marcada com FITC para
deteccao de apoptose é possivel avaliar os niveis de fosfatidilserina expostas na
membrana celular externa que se associaram a anexina-V, indicando fase inicial

de apoptose (apoptose precoce).
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2.6 Objetivos

Frente aos trabalhos realizados na Medicina descritos anteriormente e a
escassez de dados sobre os estudos da expressdo do gene supressor de tumor
TP53 e membros da sua familia (p63), dos gene Bax e PUMA e outros
marcadores da apoptose nos tumores de anexos oculares de caes, propde-se
analisar tais enfoques no cdo, uma vez que né&o foi encontrado nada versando
sobre a expressdao dos marcadores da apoptose na literatura consultada.
Acredita-se que o estudo abordando esse tema possa trazer contribuicdo
significante no que tange ao progndéstico e terapéutica do cancer de anexos

oculares em cées, cuja ocorréncia é relevante em nosso meio.

Torna-se ainda inédito a presenca de estudos com enfoque na expresséo
do genes supressores de tumor TP53 e p63, dos genes Bax e PUMA, pelo
método da imunoflouréscencia, e no processo de apoptose dos tumores de
anexos oculares em caes.

O presente trabalho tem por obijetivos identificar a expressdo dos genes
supressores de tumor TP53 e p63, doa genes Bax e PUMA e outros marcadores
da apoptose Caspase-2, Caspase-3, Bcl-2 e Anexina-V em tumores de anexos

oculares espontaneos em caes.
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3.MATERIAL E METODOS

3.1Amostras

As amostras estudadas foram obtidas junto ao Servigco de Patologia
Veterinaria da FMVA, onde foram selecionados 12 casos de tumores dos anexos
oculares no periodo de 1998 a 2009, destaca-se que este estudo foi uma
continuidade do projeto de pesquisa realizado pelo aluno durante seu curso de
mestrado. Um numero de 8 amostras foram disponibilizadas pela Dra. Adriana
Morales (Oftalmovet- Valinhos-SP), sendo selecionados um total de 20 casos de

tumores epiteliais dos anexos oculares de caes.

De acordo com os principios éticos na experimentagcdo animal, o projeto foi
considerado aprovado pela comissdo da Universidade Estadual Paulista - FMVZ,

com o numero de protocolo 71/2012-CEUA no dia 9 de abril de 2010.

Em todas as amostras, foram colhidos fragmentos para as seguintes analises:
1) anatomopatolégica; 2) imunohistoquimica para os genes supressores de tumor
p53 e p63; 3) imunofluorescéncia para os genes Bax e PUMA e para os
marcadores de apoptose caspase-2, caspase-3, Bcl-2 e Anexina-V. Para tanto,
dos blocos parafinados foram obtidos cortes em secgbes de trés micrémetros

(3um) e colocados em laminas de vidro.

3.2Avaliacdo Anatomopatoldégica dos tumores
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Os fragmentos para andlise anatomopatolégica foram provenientes de
pecas cirurgicas que foram fixadas em formol tamponado a 10% por 24 horas e,
posteriormente, incluidos em parafina. Dos blocos foram obtidos fragmentos de 3
pm, que foram corados rotineiramente pela coloragédo de H.E. (Hematoxilina e
Eosina) e analisados por microscopia de luz. As laminas foram avaliadas por um
unico patologista e, posteriormente, foram documentadas por fotos junto ao
Laboratorio de Patologia da FMVA-Unesp, sob supervisdo da Prof®. Ass. Dr?.

Maria Cecilia Rui Luvizotto.

3.3 Imunohistoquimica

Os cortes histolégicos foram submetidos a imunomarcacao para os
anticorpos TP53 e p63 para verificagdo da expressdo destes genes nos tumores.
Inicialmente, foi realizada a desparafinizacdo do tecido em xilol, a temperatura
ambiente por 30 minutos. A hidratacdo dos cortes foi realizada utilizando-se
concentragdes decrescentes de alcool. A recuperagcido antigénica pelo calor foi
realizada em forno microondas com solugédo de citrato 10 mL (pH = 6.0) (2,1 g de
acido citrico monohidratada diluidos em 1000 mL de agua destilada) em duas
etapas de fervura de 5 minutos cada, deixando-se o material esfriar em
temperatura ambiente. As laminas foram lavadas em agua corrente e, em
seguida, realizou-se o bloqueio da peroxidade enddégena com uma solucéo de
100 mL de peroéxido de hidrogénio (20V) diluida em 100 mL de metanol, durante
30 minutos. Na seqiiéncia, as laminas foram incubadas com os anticorpos
primarios (anti-p53 e anti-p63 — SIGMA ALDRICH®) na diluicdo de 1:200 para

ambos os anticorpos, utilizando o diluente de anticorpos com redugédo de
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marcacdo de fundo (DAKO®), e por 18 horas a uma temperatura de 4°C em
camara umida; e como controle negativo, ndo foi adicionado o anticorpo primario
sobre os tecidos. Ato continuo, as laminas foram lavadas em solugéo tampao
PBS (pH=7,4). A incubacgao com o “kit” LSAB (Dako®), que contempla o anticorpo
secundario, ocorreu durante 30 minutos em cadmara umida. Em seguida, as
laminas foram submetidas a passagem em solugdo tampdo. A revelagdo foi
conduzida utilizando-se o cromoégeno diaminobenzidina (DAB DAKO®), com
sucessivas lavagens em solugao tamp&o, agua corrente e agua destilada. Por fim,
foi realizada a contra-coloragdo com Hematoxilina de Mayer (Dako®), 5,0 mL por
ldamina e lavagem em agua destilada. As laminas foram desidratadas em lavagens

crescentes de alcodis e xilol e, posteriormente, montadas em resina sintética.

3.4 Imunofluorescéncia

Os cortes histologicos foram submetidos a imunomarcacédo para Bax,
PUMA, Caspase-2, Caspase-3, Caspase 9, Bcl-2 e Anexina-V . Inicialmente, os
tecidos foram desparafinizados em xilol, a temperatura ambiente por 30 minutos.
A hidratagdo dos cortes foi realizada, utilizando-se concentragdes decrescentes
de alcool. Os cortes foram fixados na lamina com paraformoldeido 4%, por 30
minutos, e em seguida as laminas foram lavadas em solugéo tampéo PBS (pH
7.4) 1X concentrado. Para a permeabilizagdo das células, os cortes
permaneceram imersos por 30 minutos em uma solugcédo de PBS 1X com TRITON
(SIGMA ALDRICH®) a 0,5%. Na sequéncia, as laminas foram incubadas com 100
Ml por corte numa solugédo contendo os anticorpos primarios, por 18 horas a uma

temperatura de 4°C em camara Umida na diluigdo de 1:500; 1:1000; 1:400;
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1:1000; 1:200; 1:500 e 1:4000, respectivamente, e, como controle negativo, nao
foi adicionado os anticorpos primarios sobre os tecidos. Ato continuo, as laminas
foram novamente lavadas em solugdo tamp&do PBS. A incubagdo com o “kit”
LSAB (Dako®), que contempla o anticorpo secundario, ocorreu durante uma hora
na temperatura ambiente em camara umida. Em seguida, as laminas foram
submetidas a nova lavagem. Novamente as laminas foram incubadas por uma
hora em temperatura ambiente em camara umida com o cromoégeno fluorescente
FITC e Cy3 (SIGMA ALDRICH®) na diluigdo de 1:500 e 1:200, respectivamente.
Foram submetidas a nova lavagem, e logo apés uma ultima incubagdo com os
contracorantes lodeto Dipropideo e DAPI (SIGMA ALDRICH®), respectivamente.
Apbs este procedimento as laminas foram montadas em meio aquoso (SIGMA
ALDRICH®), com laminulas de vidro, e visualizadas em microscopio de

fluorescéncia.

3.5 Avaliacédo Microscépica

As laminas correspondentes ao procedimento de imunohistoquimica foram
analisadas em microscopia de luz e em seguida fotodocumentadas. Ja as Iaminas
correspondentes ao procedimento de fluorescéncia foram visualizadas utilizando
microscépio de fluorescéncia, usando os filtros FITC, Cy3 e DAPI para a
visualizacdo das possiveis marcacdes e posterior fotodocumentacdo das
imagens. Foi utilizado o microscopio Axio A3, Carl Zeiss junto ao Laboratério de
Virologia da FMVA — Unesp, sob auxilio da prof®. Dr®. Tereza Cristina Cardoso da
Silva. Os dados foram analisados por 3 avaliadores separadamente para ndo
haver influéncia na analise. Na imunoistoquimica foi feita uma avaliagdo com

relacdo ao numero de células marcadas por campo no microscopio, j& na
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imunofluorescéncia a intensidade ndo foi avaliada, foi somente classificada em

positiva e negativa.

4 RESULTADOS

4.1 AvaliacGes anatomopatoldgicas

No total das 20 amostras, foram diagnosticados os seguintes tumores: 2
adenomas sebaceos, 2 carcinomas basocelular, 2 carcinomas sebaceos,13
carcinomas de células escamosas (figura 2) e em uma das amostras, verificou-se
0 carcinoma de células escamosas e o0 da glandula sebacea. No quadro 01,
estdo apresentadas as caracteristicas dos cédes e do tumor nas diferentes

amostras.

Figura 2. A. Aspecto macroscépico de tumor localizado na
palpebra. B. Fotomicrografia de carcinoma de células
escamosas, HE, 20x.
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Quadro 1. Distribuicdo das diferentes amostras avaliadas, segundo idade,

raca, sexo, localizagao, didmetro do tumor e diagnéstico histopatolégico.

Amostra (Igr?g; Raca Sexo Localizagao Diametro Diagnostico
Palpebra suberior Carcinoma de células
1 5 Rottweiller F P P 0,5cm escamosas
Esquerda
Face interior da Carcinoma de células
2 10 Sheepdog F palpebra 1cm escamosas bem
Superior direita diferenciado
Conjuntiva da 3%, Carcinoma de células
3 8 Beagle M Palpebra, sangrante 1cm
e friavel escamosas
Pele periocular Carcinoma células
4 7 SRD F esquerdo, proximo - escamosas pouco
comissura interna diferenciado
Palbebra superior Carcinoma células
5 --- Weimaraner F P P 1cm escamosas e car.
esquerda A .
Glandula sebacea
Palpebra inferior Carcinoma de células
6 7 Doberman F direita, coloragado 2 65CaMOSas
escura
= a - -
7 2.6 SRD M Protrus’ao gl. da 32. N Carcinoma de células
Palpebra escamosas
Palpebra inferior, Carcinoma de células
8 5 SRD M recidiva de cirurgia 2cm Il
ha 1 ano escamosas (grau lll)
32. Palpebra e . .
A ; . Carcinoma de células
9 9 Poodle M palpeb_ra_lnferlor 2cm escamosas (grau )
direita
Gl. 32. Palpebra Carcinoma de células
10 9 SRD F direita e esquerda 3a4cm escamosas
1 6 . F Terceira palpebra . Carcinoma de células
esquerda escamosas
Tercalra pélpebra, Carcinoma de células
12 8 Boxer F nédulo firme, marrom 5cm 6SCaMOSas
escuro
13 - SRD M Palpebra 2cm Adenoma Sebasceo
Carcinoma de células
14 -- SRD M Bulbo ocular - eSCaMOSas
15 - SRD F Palpebra 3cm Carcinoma sebasceo
. Carcinoma
16 - SRD F Palpebra 2cm Basocelular
17 _ SRD F _ 3em Carcinoma de células
escamosas
18 - SRD F Palpebra 3cm Adenoma sebasceo
19 -- SRD F Palpebra 2,5cm Carcinoma sebasceo
Carcinoma
20 - SRD - - 4CM basocelular

Legenda: SRD: sem raga definida; F: fémea; M: macho; cm: centimetros.
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4.2 AvaliacGes Imunoistoquimicas

As laminas coradas pelo HE foram utilizadas como controle a observagéo
das regibes imunomarcadas para o anticorpo Anti-p53 e Anti-p63.
Na imunoistoquimica, todos os fragmentos de tecido neoplasico de carater
maligno apresentaram forte expressdo da proteina p53 (figura 3), porém as
amostras com diagnostico de neoplasia benigna apresentaram uma marcacgao
menos intensa, ou seja, com um menor numero de células marcadas por campo
visualizado ao microscopio optico.

No entanto, a expressdo da proteina p63 foi menos intensa em todas as
amostras, ndo havendo diferenca entre o carater maligno e benigno dos tumores.
Houve uma tendéncia maior deste marcador a ser mais concentrado na porgao

basal do epitélio.

N

Figura 3. A. Fotomicrografia da imunomarcacéao para anticorpo
Anti-p63, (20x) em carcinoma de células escamosas.

B. Fotomicrografia imunomarcagao intensa (seta vermelha)
para anticorpo Anti-p53, (40x), na mesma amostra.
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4.3 Avaliacdes por Imunofluorescéncia

No procedimento de imunofluorescéncia, os fragmentos de tecidos
neoplasicos apresentaram a seguinte expressao: A caspase 2, Bcl-2 e Bax
apresentam imunomarcacédo em todas as amostras (figura 4). No entanto, duas
amostras nao apresentaram reag¢do para a caspase-3, 4 amostras nao foram
marcadas para a caspase-9, 9 amostras negativas para Anexina-V e 03 amostras

foram negativas para o PUMA.

Figura 4. Fotomicrografias por fluorescéncia em carcinoma de células
escamosas. A. Imunomarcacao para Caspase 2, cromégeno Cy3 e
DAPI, (20x); B. PUMA, cromégeno FITC e lodeto Dipropideo,(20x);
C. Caspase 3, (40x) e D. Bax (20x).
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No quadro 2, estao representados os resultados resumidos obtidos a partir do
processo de imunofluorescéncia para os diferentes marcadores relacionados a

apoptose.

Quadro 2. Representagdo grafica das diferentes amostras avaliadas,
segundo os diferentes marcadores relacionados a apoptose em tumores de
anexos ocular.

Amostra Cas.2 | Cas.3 | Cas.9 | Bcl-2 | Anexina-V | Bax | PUMA
1 + + - + - + -
2 + + - + + + -
3 + - - + - + -
4 + - - + - + +
5 + + + + + + +
6 + + + + + + +
7 + + + + + + +
8 + + + + - + +
9 + + + + + + +
10 + + + + + + +
1 + + + + + + +
12 + + + + + + +
13 + + + + - + +
14 + + + + + + +
15 + + + + - + +
16 + + + + + + +
17 + + + + - + +
18 + + + + + + +
19 + + + + - + +
20 + + + + - + +

Legenda: Cas.- caspase;
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5. DISCUSSAO

Os avangos biotecnolégicos tém permitido demonstrar a presenca e a
expressao de genes envolvidos na carcinogénese, o que facilita uma melhor

compreensao dos mecanismos moleculares dos diversos tipos de cancer.

O diagnostico das neoplasias oculares é frequentemente determinado por
exames anatomopatologico e/ou imunoistoquimica. O mesmo fora realizado aqui
empregando a imunoistoquimica como ferramenta para a detecgdo dos genes
supressores de tumor TP53 e p63, e foi observada intensa imunoreatividade para
estes marcadores.

O procedimento de imunoistoquimica (IHC) criou um amplo campo para
uma analise funcional da morfologia (analitico ou molecular), sobretudo porque
tornou os métodos de imunoperoxidase aplicaveis a rotina em tecidos
conservados em parafina (Shi et al. , 2001). A desvantagem da utilizagdo de
tecidos fixados em formalina é devido aos problemas oriundos de alta
temperatura, quando as amostras devem ser transportados a partir de
exploracdes até os laboratérios. Nesse, os tecidos congelados podem ser
comprometidos pelas temperaturas tropicais, resultando em qualidade inferior de
amostras em comparagcdo com tecidos fixados com formalina e em parafina
(TEIXEIRA et al., 2007).

A utilizacdo de recuperagéo antigénica de cortes de tecidos parafinados,
em solugdes de pH baixo, demonstrou ser compativel com a coloragéo para IHC,
utilizando tanto peroxidase ou coloragdo de fluoresceina (imunofluorescéncia —
IFA) na amostras fixadas em formalina e embebidas em parafina (RAMOS VARA,

2005). Segundo a literatura consultada, IFA sé fora realizada sobre outros tipos
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de tecidos, e sua aplicacao em tecidos fixados em formalina ndo havia sido
descrito antes para detectar quaisquer marcador em tecidos de anexos oculares
de caes a partir de amostras clinicas.

DANESHTALAB et al. (2011) concluiram que a recuperagao antigénica foi
mais efetiva quando associava um detergente (SDS 1%) a uma enzima para
promover a digestdo das células (tripsina 0,1%) do que realizar a técnica usando
o calor. No entanto, nas amostras estudadas ndo houve diferengcas nesta
recuperacao de antigenos entre as técnicas, ao contrario do que foi esperado, a
técnica de recuperacdo antigénica pelo calor n&do promoveu a liberagao dos cortes
da ladmina de vidro.

A expressao das proteinas p53 e p63 nos tumores de anexos oculares em
cdes ainda nao haviam sido descritas pela técnica de imunoistoquimica. No
entanto, neste trabalho, ambas as proteinas apresentaram uma alta expresséo, e
principalmente nas amostras que foram diagnosticadas com um maior grau de
malignidade. MONTIANI-FERREIRA et al. (2008), ao analisarem um caso de
carcinoma de células escamosas localizado na cérnea, encontraram uma forte
expressao de p53 nestas células neoplasicas, porém néao realizaram a pesquisa
para o p63. STOCKMANN et al. (2011) também encontraram uma alta expresséo
destas proteinas (92,3%) em tumores venéreo transmissivel de caes e,
KIRPENSTEIJN et al. (2008) observaram uma porcentagem de 40,7% em
osteossarcomas. No entanto, CHANDLER et al. (2009) concluiram que a p53
pode nao desenvolver um papel importante no desenvolvimento tumoral ao
analisarem amostras de hemangiomas e hemangiossarcomas.

A super expressao de Bcl-2 tem sido associada com p53 mutante. A p53

pode induzir apoptose, levando a permeabilizagdo da membrana mitocondrial
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externa, e forma complexos com Bcl-2 proteinas, resultando na liberagcdo de
citocromo C a partir de mitocéndrias (STOCKMANN et al., 2001). As amostras
dos carcinomas de células escamosas apresentaram uma super expressdo do
Bcl-2, assim como do Bax e PUMA, portanto, todos relacionados com a saida do
citocromo c, dando inicio ao processo de apoptose. Trés amostras nao
apresentaram marcacéo para o PUMA, no entanto apresentaram sinaliza¢ao para
o Bax, indicando desta forma uma liberagéo do citocromo c.Todo este processo
associado ao grande achado positivo para as caspases-2, caspase-3 e caspase-9
nestas amostras, reforcando etapas do processo de morte celular por apoptose.

As duas amostras correspondes aos adenomas nesta avaliagdo
apresentaram a expressao de todos os marcadores, exceto uma, que nao
apresentou marcagcdo para o a Anexina-v, indicando que este tipo de tumor
também apresente forte grau de apoptose e ativagdo do dos genes supressores
de tumor TP53 e p63.

Com base nestes achados, pode se concluir também que em carcinomas
de células escamosas, carcinoma da glandula sebacea e em adenomas em
palpebras e terceira palpebra de caes apresentam forte ativacdo dos genes
supressores de tumor TP53 e p63 e conseqlente ativacdo do processo de
apoptose, deixando para as futuras pesquisas e para a terapias génicas uma
porta em aberto para melhores avaliacbes destes tipos de tratamentos,que tédo

logo estardo presentes em nosso meio.
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6. CONCLUSAO

A realizagédo dos métodos de imunoistoquimica e imunoflouréscencia em
tecidos fixados em formalina e embebidos em parafina é factivel em
carcinomas de anexos oculares de caes.

Os carcinomas de anexos de caes, especialmente os carcinomas de
células escamosas, apresentam uma alta atividade da p53 e da p63, sendo
que a segunda ¢é localizada, em sua grande parte, nas células mais basais
do epitélio.

A concentragdo de Bax e PUMA na parede das mitocéndrias nestes
tumores é aparentemente maior do que a concentracdo do Bcl-2, processo
este explicado para presencga das caspases efetoras da via intrinseca do

processo de apoptose.

A detecgdo de Anexina V, na maior parte dos carcinomas de células

escamosas, sugere o processo inicial de morte celular por apoptose.
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RESUMO

Marcadores tumorais tém sido pesquisados no intuito de obterem se informacdes mais
precisas sobre o prognostico dos pacientes. A capacidade da proteina p53 em controlar a
apoptose em resposta a lesdo do DNA apresenta importantes implicagbes terapéuticas
préaticas. Ja a proteina p63 tem papel comprovado no desenvolvimento epidérmico. Com
base nesses dados, o desenvolvimento de novas alternativas de tratamento tem sido
investigadas, visando aumentar a atividade destas proteinas em regular a proliferagdo de
células tumorais, ou induzi-las a apoptose. Objetivo:O objetivo deste trabalho foi avaliar,
por meio de andlise imunoistoquimica, a presencga das proteinas p53 e p63 em tumores de
anexos oculares de cdes. Material e Método: Foram selecionados 20 casos de tumores de
anexo ocular (pélpebra e 3 palpebra) de cdes de dois arquivos dos Servicos de Patologia
Veterinaria da UNESP campus de Aracatuba, e UNESP Campus de Jaboticabal. Os cortes
foram obtidos a partir dos blocos de parafina e submetidos a analise anatomopatolégica e
imunoistoquimica. Resultados: Do total de 20 amostras foram diagnosticados 13 casos de
carcinoma de células escamosas, 3 casos de carcinoma sebaceo, 2 caso de carcinoma
basocelular e 2 casos de adenoma sebdceo. Todos as amostras apresentaram
imunomarcacao para as proteinas P53 e P63. Conclusao: Nas amostras com diagnostico de
neoplasia maligna com melhor diferenciagdo a imunomarcacdo é mais acentuada para
ambos 0s marcadores, todavia, um maior nimero de casos e estudo em separado das
isoformas das proteinas P53 e P63 deve ser estimulado para confirmar e aprimorar 0s

resultados.

PALAVRAS CHAVE: imunoistoquimica, TP53, P63, neoplasia e céo.
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SUMMARY

Purpose: Tumoral markers have been searched in order to obtain more precise information
on the prognosis of the patients. The capacity of the P53 protein control apoptosis in
response to DNA damage shows importants implications on therapeutic practice.
Although, the p63 protein has a very important play on the epidermic growth. Supporting
this informations, the developement of new alternatives to improve the activity of this
proteins is required, increasing their activity on the regulations of the neoplastic cell
proliferation and the apoptosis way. The aim of this research was to evaluate by
immunohistochemistry the P53 and P63 proteins in dog eyelid tumors. Methods: 20
cases of eyelid neoplasia (eyelid and third eyelid) were selected from the archives of two
of Unesp Veterinary Pathology Service. The speciments from paraffin embedded tissues
were analysed and submited to immunohistochemistry assays. Results: 13 cases of
squamous cell carcinoma were positive to P53 and p63 labelling, 1 case of basal cell
carcinoma were positive to p53 and p63 labelling and 2 cases of sebaceous adenoma
presented a minimal labelling to P53 and P63 markers. Conclusions: there was a trend of
the P53 and P63 protein to be expressed in tumors with higher differentiation and
malignant, although to confirm these results a higher number of specimens, as well as more

studies of the different isoforms of the protein are necessary.

KEY-WORDS: Immunohistochemistry, TP53, P63, neoplasia and dog.
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1 Introducéo
As neoplasias, quaisquer que sejam, decorrem de alteracBes bioquimicas, genéticas e
anatdbmicas de células e tecidos normais. Estas células sofrem modifica¢cGes tornando-se
diferenciadas das normais, inclusive nas suas propriedades; crescem autonomamente, sem
ou com pouca relacdo com os mecanismos reguladores intra e intercelulares observados
nos tecidos normais. Tais alteracBes podem ser geradas por agentes extrinsecos e
intrinsecos, ou ainda pela combinacéo desses. Em cées e gatos, os fatores mais comuns s&o
a radiacdo ultravioleta (UV), podendo nos casos de carcinoma epidermdide, haver uma
maior atividade de enzimas do processo de apoptose (caspases), e ainda, uma forte
expressdo de TP53, sugerindo a sua mutacdo.® Citam-se ainda, efeitos hormonais (fatores
de crescimento; esterdides) associados 4 uma maior sensibilidade das células tumorais e,
ainda, uma alta positividade entre eles e a expressdo de p53 e Bax®.
Os tumores que acometem as péalpebras e a terceira palpebra de cdes apresentam maior
incidéncia em animais idosos (9-10 anos), algumas racas sdo mais predisponentes
(Beagles, Husky Siberiano e Setters), e sdo tipicamente benignos (88%dos casos), tais
como adenoma sebaceo, papilomas. Tumores malignos, incluindo adenocarcinoma,
melanoma, carcinoma de células basais e de células escamosas, sdo infrequentes, e
representam uma porcentagem em torno de 8,2% dos tumores®*. Nestes casos, sio
comparativamente maiores em tamanho, mas com pequeno potencial metastatico®®. A
aparéncia clinica da neoplasia e seus sinais clinicos variam consideravelmente de acordo
com a regido acometida, podendo mimetizar um processo inflamatério ocular no inicio até
um quadro de uveite e/ou glaucoma’.

Os métodos de tratamento mais comumente empregados para neoplasias palpebrais,
tanto em seres humanos como em cdes, ainda estdo restritos a remogdo cirurgica do

crescimento tumoral, crioterapia® e excisdo a laser. As radiacOes ionizantes também podem
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ser utilizadas, mas se limitam a alguns tipos tumorais e localizacbes, e ainda, podem
induzir mielosupressdo em cées’. O uso do Estroncio-90 foi relatado por Andrade et al.

(2003) como tratamento de carcinomas de terceira palpebra.

O prognostico destas enfermidades baseia-se no tempo de evolucéo dos tumores e na
rapidez com que estes sdo diagnosticados. As caracteristicas clinicas e o comportamento
biolégico sdo os parametros mais importantes a serem considerados para se instituir o
progndstico’’. Caracteristicas como modo e taxa de crescimento, volume total do tumor e
envolvimento dos linfonodos regionais ou distantes sdo fundamentais para determinar
progndstico e possivel tratamento. Os tumores malignos quase sempre tém um crescimento
rapido?.

E de fundamental importancia, também, a analise dos linfonodos regionais, pois,
tumores com alto potencial metastatico tem prognostico desfavoravel. O carcinoma
infiltrativo est4 associado a um indice de recidiva significativamente mais elevado que o

carcinoma ndo invasivo®.

Acredita-se que mutagdes do gene TP53 e de sua familia de genes séo as alteragdes
genéticas mais comuns em neoplasias em cédes, entretanto pouco se sabe sobre 0 mesmo e
suas mutacoes 1314 Devido a grande complexidade biolégica do cancer em humanos,
estudos tém focado o seu alvo nos animais de companhia devido a sua semelhanca nos
aspectos fisiopatoldgicos e comportamentais na biologia do cancer. Estes animais possuem
muitas caracteristicas tumorais desejadas, das quais preenchem um grande lacuna entre
estudos in vivo e in vitro, e estas caracteristicas provam ser de extrema importancia no

entendimento da complexidade molecular de tumores em humanos®°.

Inimeros estudos tém tido como foco de investigagdo a significancia do papel da

familia do gene TP53 e a sua patogénese numa grande variedade de neoplasias que
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acometem o homem e os céaes. Entretanto, os estudos demonstram que 0 mesmo estd
expresso em pouco mais de 50% dos tumores * *® 1 8 A capacidade da proteina p53 em
controlar a apoptose em resposta a lesdio do DNA apresenta importantes implicacdes
terapéuticas préticas e progndstico™. Com base nesses dados, o desenvolvimento de novas
alternativas de tratamento tem sido investigadas, visando aumentar a atividade da proteina
p53 em regular a proliferacéo de células tumorais, ou induzi-las & apoptose, eliminando de
forma seletiva as células tumorais com fungdo anormal do TP53%, Recentemente, Lopes et
al. (2010) verificaram uma elevada presenca e expressdo do gene supressor de tumor TP53
e do oncogene c-Myc em tumores de anexos oculares de cdes. Na maioria dos casos as
mutacgOes de inativacdo afetam ambos os alelos do TP53 e séo adquiridas no processo de
divisdo das células somaticas, porém a freqiiéncia destes eventos é baixa. O fato das
mutacdes serem comuns em diversos tipos de tumores sugere que a proteina p53 (proteina
nuclear) funciona como uma guardid critica contra qualquer formacéo do cancer. Acredita-
se que a mesma esteja relacionada com a manutencdo da integridade do DNA e tem suma
importancia no mecanismo de reparagio celular. E evidente que o TP53 age como um
“policial molecular” que impede a propagacdo de células geneticamente lesadas e induz a
apoptose em células com danos irreparaveis ao DNA™ 2> 22, Tumores que apresentam
funcionalidade anormal do TP53 sdo, em geral, mais resistentes a apoptose, e acumulam

mutacdes adicionais que contribuem para a progressio da neoplasia 2.

Acredita-se que mutagdes do gene TP53 sejam as alteracdes genéticas mais comuns em

tumores maméarios em cadelas®, assim como outros tipos tumorais que acometem o

homem e 0s Caesl, 14, 25, 26, 27, 28, 29

Algumas anormalidades deste gene tém sido documentadas em carcinomas de tire6ide®”

32,33 19, 34

31 papilomas orais** *, osteossarcomas'® **, adenoma da glandula perianal® e linfomas. A

super-expressdo da proteina p53 também foi observada em tumores epiteliais,
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mesenquimais e de células redondas®. Muto et al. (2000) detectaram algumas alteracdes
nos éxons 5-8 em tumores mamarios de cées, desde os tumores benignos até o0s

carcinomas.

A descoberta de membros da familia TP53 relevou que este gene possui colaboradores,
sendo um destes, o0 gene p63. Na verdade, TP53 e p63 sdo agentes em uma rede complexa
e com uma similaridade significativa, 0 que é apenas comeco a ser desvendado. O TP53
tem uma expressao onipresente, enquanto p63 mostra uma especificidade mais tecidual.
Por exemplo, p63 é essencial para a diferenciacdo da estratificacdo do epitélio escamoso, e
é encontrado com maior freqliéncia em células basais, protegendo as células da apoptose e
coordenando a sua diferenciagdo. Além disso, 0 p63 é também encontrado junto com o
TP53, porém expressando diferentes isoformas, alguns dos quais atuam como ativadores
transcricionais. Estas isoformas tém a capacidade para ativar p53 e induzir a apoptose e
bloguear o ciclo celular. No entanto, as outras trés isoformas agem como dominantes
negativos e suprimem a atividade de ambos TP53 e da isoforma TAp63. Apesar homologia
estrutural, ndo ha nenhuma evidéncia de que P63 é um gene supressor de tumor, como
TP53. O p63 também pode desempenhar um papel na replicagdo celular, por competicdo
com TP53 para ligar o DNA ou através de uma interacio direta com p53 ligado ao DNA™,
Um exemplo ilustrativo das acbGes coodernadas destes genes é visto no tecido
subconjuntal,em células basais do tecido mamario, que tém uma pobre prognostico. Estes
tumores tém demonstrado uma mutacdo em TP53 e p63, 0 que adicionalmente, contribui
para sua quimiorresisténcia '®. Frente ao anteriormente exposto, 0 objetivo deste trabalho
foi avaliar, por meio de andlise imunoistoquimica, a presencga das proteinas p53 e p63 em

tumores de anexos oculares de caes.
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2 Material e Métodos

2.1 Amostras

As amostras estudadas foram obtidas junto ao Servico de Patologia Veterinaria,
onde foram selecionados 20 casos de tumores dos anexos oculares no periodo de 1998 a
2009, pois este estudo foi uma continuidade do projeto de pesquisa realizado pelo aluno
durante seu curso de mestrado. De acordo com 0s principios éticos na experimentacao
animal, o projeto foi considerado aprovado pela comissdo da Universidade Estadual

Paulista - FMVZ, com o numero de protocolo 71/2012-CEUA no dia 9 de abril de 2010.

Foram colhidos fragmentos para as seguintes analises: 1) anatomopatoldgica; 2)
imunohistoquimica para 0s genes supressores de tumor p53 e p63;. Para tanto, dos blocos
parafinados foram retirados cortes em sec¢des de trés micrdometros (3um) e colocados em

l&minas de vidro.
2.2 Avaliacdo Anatomopatol 6gica dos tumores

Os fragmentos para analise anatomopatoldgica foram provenientes de pecas cirurgicas
que foram fixadas em formol tamponado a 10 % por no minimo 72 horas e,
posteriormente, incluidos em parafina. Dos blocos foram obtidos fragmentos de 3 um, que
foram corados rotineiramente pela coloracdo de HE (Hematoxilina e Eosina) e analisados
por microscopia de luz. As ldminas foram avaliadas por um Unico patologista e,
posteriormente, foram documentadas por fotos junto ao Laboratério de Patologia da

FMVA-Unesp, sob supervisdo da Prof®. Dr®. Maria Cecilia Rui Luvizotto.

2.3 Imunoistoquimica
Os cortes histolégicos foram submetidos a imunomarcacdo para os anticorpos TP53 e p63
para verificacdo da expressdo destes genes nos tumores. Inicialmente, foi realizada a

desparafinizacdo do tecido em xilol, a temperatura ambiente por 30 minutos. A hidratacdo
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dos cortes foi realizada utilizando-se concentracdes decrescentes de alcool. A recuperacdo
antigénica pelo calor foi realizada em forno microondas com solucéo de citrato 10 mL (pH
= 6.0) (2,1 g de acido citrico monohidratada diluidos em 1000 mL de 4gua destilada) em
duas etapas de fervura de 5 minutos cada, deixando-se o material esfriar em temperatura
ambiente. As laminas foram lavadas em agua corrente e, em seguida, realizou-se 0
bloqueio da peroxidade enddgena com uma solugdo de 100 mL de &gua oxigenada (20V)
diluida em 100 mL de metanol, durante 30 minutos. Na seqiiéncia, as laminas foram
incubadas com os anticorpos primarios (anti-p53 e anti-p63 — SIGMA ALDRICH®) na
diluicho de 1:200 para ambos os anticorpos, utilizando o diluente de anticorpos com
reducéo de marcagdo de fundo (DAKO®) e por 18 horas a uma temperatura de 4°C em
camara Umida foram incubadas,e como controle negativo, ndo foi adicionado o anticorpo
primério sobre os tecidos. Ato continuo, as lAminas foram lavadas em solucdo tampéo PBS
(pH=7,4). A incubacdo com o “kit” LSAB (Dako®), que contempla o anticorpo
secundario, ocorreu durante 30 minutos em camara Umida. Em seguida, as laminas foram
submetidas & passagem em solugdo tampdo. A revelacdo foi conduzida utilizando-se o
cromégeno diaminobenzidina (DAB DAKO®), com sucessivas lavagens em solugdo
tampdo, &gua corrente e &gua destilada. Por fim, foi realizada a contra-coloracdo com
Hematoxilina de Mayer (Dako®), 5,0 mL por lamina e lavagem em &gua destilada. As
laminas foram desidratadas em lavagens crescentes de alcodis e xilol e, posteriormente,

montadas em resina sintética.

2.4Avaliacdo Microscopica

As laminas correspondentes ao procedimento de imunohistoquimica foram analisadas em

microscopia de luz e em seguida fotodocumentadas. Foi utilizado o microscopio Axio A3,
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Carl Zeiss junto ao Laboratério de Virologia da FMVA — Unesp, sob auxilio da prof®. Dr.

Tereza Cristina Cardoso da Silva.

3 Resultados
3.1 Avaliag¢6es anatomopatol égica.

No total das 20 amostras, foram diagnosticados 0s seguintes tumores: 2 adenomas
sebaceos, 2 carcinomas basocelular, 2 carcinomas sebaceos,13 carcinomas de células
escamosas (figura 1) e em uma das amostras, verificou-se o carcinoma de células
escamosas e 0 da glandula sebacea. No quadro 01, estdo apresentadas as caracteristicas dos

caes e do tumor nas diferentes amostras.

Figura 1. A. Aspecto macroscépico de um tumor localizado na
palpebra. B. Fotomicrografia de carcinoma de células
escamosas (tumor em A), HE, 20x.

3.2 Avaliagdes Imunoistoquimicas.
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As laminas coradas pelo HE foram utilizadas como controle a observacdo das
regibes imunomarcadas para o anticorpo Anti-p53 e Anti-p63.
Na imunoistoquimica, todos os fragmentos de tecido neoplasico de carater maligno
apresentaram forte expressdo da proteina p53 (figura 3), porém as amostras com
diagndstico de neoplasia benigna apresentaram uma marcacdo menos intensa, ou seja, com
um menor nimero de células marcadas por campo visualizado ao microscopio éptico.

No entanto, a expressdo da proteina p63 foi menos intensa em todas as amostras,
ndo havendo diferenga entre o carater maligno e benigno dos tumores. Houve uma

tendéncia maior deste marcador a ser mais concentrado na porc¢ao basal do epitélio.

Figura 2. A. Fotomicrografia da imunomarcagéo para anticorpo Anti-
p63, (20x) em tumor do tipo carcinoma sebaceo

B. Fotomicrografia imunomarcacdo intensa (seta) para anticorpo
Anti-p53, (40x) na mesma amostra.
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Quadro 1. Distribuicdo das diferentes amostras avaliadas, segundo idade,

raga, sexo, localizagao, didmetro do tumor e diagnéstico histopatolégico.

Amostra (lgr?gse) Raca Sexo Localizagéo Didmetro Diagndstico
. . Carcinomadecédulas
1 5 Rottweiller F Palpebra superior 0,5cm | escamosas
Esquerda
- . Carcinomadecédulas
Faceinterior da palpebra
2 10 Sheepdog F Superior direita Lcm escamosas bem
diferenciado
Conjuntivada 32 . .
. Carcinomadecéulas
3 8 Beagle M Pal pebra,_ §angrante e lcm 0sas
friavel
Pele periocular esquerdo, Carcinoma células
4 7 SRD F proximo comissura - €scamasas pouco
interna diferenciado
. . Carcinoma céulas
5 Weimaraner F Pal pebriesrtagerl or lcm escamosas e car.
&a Glandula sebécea
6 7 Doberman F Palpebra mierlor direita, 2 Carcinomade células
colorag8o escura escamosas
7 26 SRD M Protrusdo gl. da 3% . Carcinomade células
Palpebra escamosas
Palpebrainferior, . ,
8 5 SRD M recidivadecirurgiaha 1 2cm Carcinoma de cdlulas
ano escamosas (grau 1)
9 9 Poodle M 33 P_alpet_Jrae_pa_lpebra 2em Carcinomadecélulas
inferior direita escamosas (grau 1)
Gl. 3 Palpebradireitae Carcinomadecédulas
10 9 SRD F esquerda 3a4dcm ESCAMOSAS
1 6 F Terceira palpebra . Carcinomade células
esguerda escamosas
Terceira palpebra, . .
12 8 Boxer F nédulo firme, marrom 5cm Carcinoma de cdulas
escamosas
escuro
13 -- SRD M Palpebra 2cm Adenoma Sebaceo
Carcinomadecédulas
14 -- SRD M Bulbo ocul ar ESCAMOSaSs
15 -- SRD F Palpebra 3cm Carcinoma sebaceo
16 -- SRD F Palpebra 2cm Carcinoma Basocelular
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17 - SRD F - 3om | ranoma decdlulas
18 -- SRD F Palpebra 3cm Adenoma sebasceo

19 -- SRD F Palpebra 2,5cm Carcinoma sebasceo
20 -- SRD -- - 4CM Carcinoma basocelular

Legenda: SRD: sem raca definida; F: fémea; M: macho; cm: centimetros.

4 Discussdo

Os avancos biotecnoldgicos tém permitido demonstrar a presenca e a expressdo de genes
envolvidos na carcinogénese, o que facilita uma melhor compreensdao dos mecanismos
moleculares dos diversos tipos de cancer.

O diagnoéstico das neoplasias oculares € frequentemente determinado por exames
anatomopatoldgico e/ou imunoistoquimica. O mesmo fora realizado aqui empregando a
imunoistoguimica como ferramenta para a detec¢do dos genes supressores de tumor TP53
e p63, e foi observada intensa imunoreatividade para estes marcadores.

O procedimento de imunoistoquimica (IHC) criou um amplo campo para uma analise
funcional da morfologia (analitico ou molecular), sobretudo porque tornou os metodos de
imunoperoxidase aplicaveis & rotina em tecidos conservados em parafina.®® A grande
vantagem da utilizacdo de tecidos fixados em formalina é devido aos problemas oriundos
de alta temperatura, quando as amostras devem ser transportados a partir de exploracGes
até os laboratdrios. Nesse, os tecidos congelados podem ser comprometido pelas
temperaturas tropicais, resultando em qualidade de amostras pobre em comparagdo com
tecidos fixados com formalina e fixados em parafina®®.

A utilizacdo de recuperacao antigénica de cortes de tecidos parafinados em solugdes de pH

baixo, demonstrou ser compativel com a coloragéo para IHC.
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A expressdo das proteinas p53 e p63 nos tumores de anexos oculares em cdes ainda nao
havia sido descrita, por outros autores, utilizando a técnica de imunoistoquimica. No
entanto, neste trabalho, ambas as proteinas apresentaram uma alta expressdo, e
principalmente nas amostras que foram diagnosticadas com um maior grau de malignidade.
Montiani-Ferreira et al. (2008), ao analisarem um caso de carcinoma de células escamosas
localizado na cOrnea, encontraram uma forte expressdo de p53 nestas células neoplasicas,
porém nao realizaram a pesquisa para o p63. Stockmann et al. (2011) também encontraram
uma alta expressdo destas proteinas (92,3%) em tumor venéreo transmissivel de cdes e,
Kirpensteijn et al. (2008) observaram uma porcentagem de 40,7% em osteossarcomas. No
entanto, Chandler et al. (2009) concluiram que a p53 pode ndo desenvolver um papel
importante no desenvolvimento tumoral ao analisarem amostras de hemangiomas e
hemangiossarcomas.

A importancia da expressdo dessas proteinas nos tumores de anexo ocular em cées pode ser
verificada, portanto um maior nimero de casos e estudo em separado das isoformas das
proteinas P53 e P63 devem ser estimulados para confirmar esses resultados e aprimorar o

conhecimento cientifico nessa area.
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5 Conclusdes

Com base nos resultados e as condicdes utilizadas no presente estudo:

- A realizacdo da imunoistoquimica em tecidos fixados em formalina e embebidos
em parafina é factivel em carcinomas de anexos oculares de cées.

- Os carcinomas de anexos de caes, especialmente os células escamosas, apresentam
uma alta atividade da p53 e da p63, sendo que a segunda é localizada, em sua

grande parte, nas células mais basais do epitélio.
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