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FONSECA, L.S. Tumor Venéreo Transmissivel Espontaneo Canino: A
insercao do transposon LINE-1 no gene c¢c-MYC e os critérios de
malignidade. Botucatu, 2009. Dissertacdo (Mestrado) — Faculdade de
Medicina Veterinaria e Zootecnia, Campus de Botucatu, Universidade Estadual
Paulista.

RESUMO

O Tumor Venéreo Transmissivel (TVT) é uma das neoplasias mais antigas e
em continua propagacdo entre hospedeiros. E a segunda neoplasia mais
diagnosticada em caes no Servico de Patologia de Botucatu Dentre as
alteragcbes moleculares mais encontradas no TVT esta o rearranjo do proto-
oncogene c-MYC resultante da inser¢do do segmento de DNA repetitivo
conhecido como LINE (Long Interspersed Element). O objetivo deste trabalho
foi a identificacdo dos critérios citopatolégicos de malignidade nos grupos
linfocitéide e plasmocitéide pela técnica de Papanicolaou, a detec¢do do
rearranjo LINE-1/c-MYC nas células do TVT e a realizacado do sequenciamento
genético. Com a coloracdo de Papanicolaou, os critérios de malignidade
nucleares mais observados foram espessamento da membrana nuclear,
ranhura nuclear, nucléolo angular e halo perinucleolar. A Reacao em Cadeia da
Polimerase (PCR) amplificou um produto de 340pb em 100% das amostras
analisadas e o sequenciamento genético confirmou a presenca do rearranjo
LINE-1/c-MYC. Concluiu-se que a especificidade desta alteragcdo genética &
indiscutivel corroborando para mais estudos que permitirdo o melhor
entendimento quanto ao mecanismo de formacéo deste rearranjo. A coloragéo
de Papanicolaou constituiu uma grande contribuicdo ndo apenas para o
diagnostico citologico do TVT, como também, ferramenta valiosa para
evidenciagdo de critérios de malignidade que normalmente ndo sé&o
visualizados quando se utiliza corantes tipo Romanowsky. Para futuras
investigacbes, este estudo podera servir de esteio para correlacionar
morfologia, critérios de malignidade e estudos moleculares ainda n&o

realizados em conjunto para o TVT.

Palavras-chave: céo - TVT - citologia - c-MYC — LINE-1 — sequenciamento
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FONSECA, L.S. Tumor Transmissible Venereal Disease Spontaneous
Canine: The insertion of transposon LINE-1 in the gene ¢c-MYC and the
malignancy criteria. Botucatu,2009. Dissertacdo (Mestrado) — Faculdade de
Medicina Veterinaria e Zootecnia, Campus de Botucatu, Universidade Estadual

Paulista.

ABSTRACT

The Transmissible Venereal Tumor disease (TVT) is one of the neoplasias
oldest and in continuous propagation between hosts and the second neoplasia
more frequent diagnosed in dogs of in the Service of Pathology of Botucatu.
Amongst the molecular alterations more frequently found in the TVT ¢c-MYC
resultant of the insertion of the repetitive segment of known DNA is the
rearrangement of proto-oncogene as LINE (Long Interspersed Element). The
objective of this work was the identification of the cytopathology criteria of
malignancy in the groups linfocitéide and plasmocitoide for the technique of
Papanicolaou, the detention of the LINE-1/c-MYC rearrangement in the cells of
the TVT, and the accomplishment of the genetic sequencing. With the
coloration of Papanicolaou, the observed nuclear criteria of malignancy more
had been thicking of the nuclear membrane, nuclear groove, angular nucleolar
and halo perinucleolar. The Reaction in Chain of Polimerase (PCR) amplified a
product of 340pb in 100% of the analyzed samples and the genetic sequencing
confirmed the presence of the LINE-1/c-MYC rearrangement and the degree of
identity between the samples that 94% varied of 96%. Concluded that the
especificidade of this genetic alteration is unquestionable corroborating for more
studies that will allow optimum agreement how much to the mechanism of
formation of this rearrangement. The Papanicolaou staining not only constituted
a great contribution for the cytological diagnosis of the TVT, as well as, valuable
tool for evideciacion of malignancy criteria that normally they are not visualized
when Romanowsky type is used. For future inquiries, this study it will be able to
serve of esteio to correlate morphology, criteria of malignidade and molecular

studies not yet carried through in set for the TVT.

Key words: dog — TVT - cytology — ¢c-MYC - LINE-1 - sequencing
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1. INTRODUGAO GERAL

As investigacdes sobre TVT canino ja foram realizadas, para determinar
os indices de proliferacdo celular pelas técnicas do CEC (concentracao
eletrolitica ciclica), PCNA (antigeno nuclear de proliferagdo celular) e MIB-
1(anticorpo monoclonal). O critério citolégico de malignidade, caracterizagao
morfoloégica correlacionada a imunocitoquimica, lesdes de DNA, investigacbes
em relacao ao efeito da propolis sobre a agressividade do TVT, estadiamento
clinico desta neoplasia, padronizacdo do uso da reacdo em cadeia da
polimerase (PCR) na detecgdo do TVT, avaliagdo da resposta clinica a
quimioterapia através da expressao da glicoproteina-p no TVT e estudos
epidemiolégicos foram realizados pelo nosso grupo de pesquisa em caes no

Hospital Veterinario de Botucatu.

A partir deste ponto, os notaveis avangos da Biologia Molecular
resultaram em grande impacto na investigagdo de neoplasias. Buscam-se
informagdes qualitativas e quantitativas, sobre proteinas e acidos nucléicos,
para a investigacdo de células neoplasicas, ndo detectadas pelos métodos
convencionais de diagndstico, que orientardo para o protocolo terapéutico mais
adequado, estabelecendo assim seu prognéstico e monitoramento, prevenindo

as recidivas.

A etiologia do TVT é desconhecida apesar dessa neoplasia ter sido
identificado ha décadas, sua origem exata ainda é incerta. Pesquisadores
acreditam na origem histiocitica, porém se basearam em informacdes de
Cohen (1985) e Das e Das (2000), que limitam-se a questionar a origem
reticuloendotelial. As células neoplasicas diferem das células somaticas do cao
normal em numero de cromossomos, ou seja, o cado normal apresenta 78
cromossomos enquanto que o numero de cromossomos do TVT varia entre 57

a 59 cromossomos.

Assim como no Brasil, outros paises encontraram um rearranjo genético
especifico do tumor em questdo, denominado LINE-1/c-MYC. Apesar dessa

especificidade, ndo ha consenso entre seu mecanismo de formacdo e sua



relacdo com a progressdo tumoral e agressividade do tumor para o melhor

entendimento desta neoplasia.

Foram realizadas pesquisas experimentais, tanto in vitro como in vivo
em células tumorais, deixando claro que fatores como agentes fisicos,
quimicos e biolégicos, associados ou isolados, induzem a agressdo do genoma

levando ao crescimento neoplasico.

O sequenciamento genético do TVT ja foi realizado em diversas
pesquisas no intuido de se buscar mutagbes e ou outras alteragcdes genéticas
além do rearranjo LINE/MYC que pudessem contribuir para o melhor
entendimento deste tumor. Foi realizado o sequenciamento do gene MYC no
cdao, do elemento LINE normalmente encontrado no genoma do céo
clinicamente sadio e do elemento LINE-1 encontrado no TVT sem evidenciag&o

de qualquer correlagao entre eles ou outros genes.

As pesquisas abordam métodos moleculares de forma isolada, como o
sequenciamento do gene MYC e do elemento de transposicao LINE e de sua
juncdo LINE/MYC. Por outro lado, ainda n&do houve a preocupagdo em
correlacionar esses achados moleculares com o grau de agressividade do

tumor levando-se em consideragédo sua morfologia e critérios de malignidades.

A deteccdo molecular do elemento LINE-1 inserido no gene c-MYC
encontrada nas células neoplasicas supostamente associa-se a mau
progndstico. Porém, a relevancia quanto a identificagdo desse rearranjo
correlacionada com o prognéstico em TVT espontaneo no cédo é desconhecida,

visto que ndo se tem conhecimentos de que estudos foram realizados.

Dentre os métodos moleculares a PCR é util e valiosa para deteccao de
mutagdes ou rearranjos em células neoplasicas. No caso do TVT, necessita-se
de estudo mais aprofundado por ndo se conhecer a etiologia, a controvérsia
existente sobre sua origem celular e pela sua alta incidéncia no Hospital

Veterinario da Unesp de Botucatu.

Portanto, o objetivo do trabalho é fazer uma observagéo dos critérios de
malignidade pela técnica de Papanicolaou nos dois grupos citomorfoldgicos

linfocitdide e plasmocitbide, verificar se ha diferenca entre eles na detecgcéo do



rearranjo LINE-1/c-MYC utilizando a PCR e o sequenciamento genético dos

mesmos em busca de mutag¢des ou outras alteragdes genéticas.

2. Revisao de literatura

2.1. Tumor Venéreo Transmissivel

O Tumor Venéreo Transmissivel (TVT) &€ uma neoplasia que em
condi¢gdes naturais se desenvolve no cédo (NIELSEN e KENNEDY, 1990;
HARMELIN et al., 2001; ALBANESE et al., 2002; MUKARATIRWA e GRUYS,
2003; LEFEBVRE et al., 2007) ou pode ser induzido experimentalmente em
ratos (OTOMO et al., 1981; HARMELIN et al., 2001; HARMELIN et al., 2002).

A neoplasia é de facil transplantacédo conforme o primeiro relato de
Novinsky (1876) até 1898, quando Smith e Washbourn também comprovaram
a capacidade de transmissao de um animal para outro, apresentando a leséo
(apud ROGERS, 1997; DAS e DAS, 2000; PAPAZOGLOU et al., 2001;
HASLER e WEBER, 2000; HARMELIN et al., 2002).

O TVT se desenvolve na genitalia como local primario de implantacao
(DAS e DAS, 2000; HASLER e WEBER, 2000) Além da localizagdo genital, o
TVT pode ter também localizagdo extragenital, pelo habito social de lamber ou
de farejar a genitalia externa permitindo a implantacao de células neoplasicas e
0 seu crescimento em sitios extragenitais (DAS e DAS 2000; PEREIRA et al.,
2000; RODRIGUES et al., 2001; ALBANESE et al., 2002).

No Brasil, a frequéncia do TVT é bastante elevada. No entanto, existem
poucos trabalhos mostrando sua incidéncia. Nos paises com grande populacao
de caes errantes, o TVT de ocorréncia espontanea geralmente se desenvolve
no pénis, prepucio em machos e na vagina nas fémeas (OTOMO et al., 1981;
ROGERS et al., 1998; DAS E DAS, 2000; BRANDAO et al., 2002; HASLER E
WEBER, 2000; PEREIRA et al, 2000; PAPAZOGLOU et al.,, 2001;
RODRIGUES et al., 2001; ALBANESE et al., 2002).

Quanto a dados epidemiologicos é dificil estabelecer estatistica visto que

ha relatos na literatura de que caes s6 eram encaminhados para o veterinario



quando estes apresentavam sinais fisicos da neoplasia ou até mesmo
mudanca de seu temperamento (SOUSA et al., 2000).

Apesar da origem do tumor ser incerta (MacEWEN, 2001; CATONE et
al., 2003), atualmente estudos verificaram tendéncia histiocitica do tumor
(RODRIGUES et al., 2001; CANGUL, 2001; MURGIA et al., 2006; DINGLI e
NOWAK, 2006; VONHOLDT e OSTRANDER, 2006).

Esse tumor, quanto a morfologia é classificado como uma neoplasia de
células redondas (DAS e DAS, 2000; FERREIRA et al., 2000; AMARAL et al.,
2004) apresentando caracteristica macroscépica distinta de outras neoplasias.
Comumente, o tumor é fridvel a palpacdo se apresentando na forma de
pequenos nodulos menores que 1 cm de didmetro até grandes massas, de
aspectos multilobuladas, em forma de couve-flor ou até mesmo pedunculada
com 10 cm de didmetro. (COHEN, 1985; DAS e DAS, 2000; GOLDSCHMIDT e
HENDRIX, 2002; GROSS et al., 2005).

Em se tratando de diagnéstico, no Servico de Patologia do Hospital
Veterinario — Unesp, Campus de Botucatu — SP, é a segunda neoplasia de
maior incidéncia em caes, perdendo apenas para o tumor de mama merecendo
atencao especial por parte dos patologistas como também, dos oncologistas
clinicos e cirurgides (HATAKA, 2003; AMARAL et al., 2004; ANDRADE, 2008).
Em estudo retrospectivo realizado entre os anos de 2002 a 2006 observou-se

média de seis novos casos por més (AMARAL et al., 2006).

2.2. Diagnostico Citopatoldgico

O exame citolégico é o método tradicional de coleta de amostras de
células para investigacao cientifica e para o diagnéstico, por ser técnica
simples, menos invasiva e indolor, realizada com rapidez e baixo custo,
produzindo menos distorcdo da morfologia celular (MILLER et al., 1990;
KROGER et al., 1991; ERUNAL-MARAL et al., 2000; BATISTA et al., 2007;
COWELL e TYLER, 2008). Sua eficacia para o diagnostico de neoplasias ou
lesbes inflamatoérias é de 90% entre elas, o TVT (ROCHA, 1998a; ROCHA,
1998b; GREATTI et al., 2004).



Dos 127 casos de TVT relatados por Brandao et al. (2002), 94,6% foram
diagnosticados por exame citolégico. Mais tarde, Amaral et al. (2004), no
periodo de 1994 a 2003, de 3369 casos de neoplasias diagnosticados por

citologia, 576 animais apresentaram tumor venéreo transmissivel.

Diferencas podem existir quanto a expressdo morfolédgica, influenciando
o comportamento biolégico (MOHANTY e RAJYA, 1997; ROGERS et al., 1998;
VARASCHIN et al., 2001). Entre essas diferencas pode-se citar a auséncia de
vacuolos citoplasmaticos (ROGERS, 1997) e a presenca de células maiores e
ovdides em relagdo a morfologia tipica das células de TVT que apresentam alta
relacdo nucleo:citoplasma, nucleo com cromatina frouxa, um ou dois nucléolos
evidentes e figuras de mitoses (BOSCOS et al., 1999). Varaschin et al. (2001)

registraram que tumores malignos apresentaram citoplasma abundante.

Desde a implantacdo do exame citolégico como método de diagnéstico
de lesbes inflamatérias e neoplasicas na rotina do Servico de Patologia da
Faculdade de Medicina Veterinaria e Zootecnia, Campus de Botucatu (ROCHA,
2003), vém-se observando que nas amostras de células do TVT ha diferengas
marcantes quanto a expressdo morfolégica dessas células pela aplicagédo de
sinalizadores de proliferagdo celular que parecem ter relagdo com a
agressividade do tumor (GREATTI et al., 2004; ROCHA et al., 2008).

Meinkoth e Cowell (2002) demonstraram a existéncia de dois tipos
morfolégicos distintos em amostras citolégicas de TVT. Com base nesse
estudo, foi verificada a existéncia de dois tipos citomorfolégicos semelhantes
que foram chamados de TVT de grupo plasmocitéide e linfocitéide, de acordo
com a morfologia do tipo celular predominante e o grau de agressividade
(AMARAL, 2005; BASSSANI-SILVA, 2005; GASPAR, 2005). Para facilitar o
diagnéstico e a classificagcdo dos grupos citomorfologicos estabelecidos no

Servico de Patologia desta instituicao proposta por AMARAL (2005).

Foi padronizado que o TVT linfocitdide apresenta uma contagem de
células acima de 60%, onde encontra-se morfologia arredondada, citoplasma
escasso e finamente granular, com presencga de vacuolos que acompanham a
periferia da célula, nucleo central com cromatina grosseira e presenca de um

ou dois nucléolos evidentes. O grupo plasmocitdide apresenta contagem de



células acima de 60% como morfologia ovéide, citoplasma mais abundante

(menor relagdo nucleo:citoplasma), com nucleo localizado excentricamente.

Para verificar se havia relacdo quanto ao aspecto morfolégico e a
agressividade do tumor, Amaral (2005) realizou o teste do cometa, que se
presta para identificar o grau de lesao no DNA de células neoplasicas e que até
o presente nao foi aplicado ao TVT. O resultado desse trabalho demonstrou
que o grupo plasmocitdide apresentou quantidade de danos no DNA

significativamente maior que nas células do grupo linfocitoide.

Essa diferenca parece ter relagédo direta com o grau de agressividade do
tumor no que diz respeito ao tamanho, localizagéo, bem como, capacidade de
metastatizar do tumor (AMARAL, 2005; BASSANI-SILVA, 2005; GASPAR,
2005).

2.3. Gene c-MYC

Os genes que participam da formagao de tumores sdo 0s mesmos que
nas células normais estao envolvidos com o controle do ciclo celular, reparacao
do DNA e apoptose. O efeito cancerigeno somente se manifesta quando estes
genes estdo alterados. Dessa forma, codificam proteinas que promovem a
perda do controle assumindo um carater dominante (LOPES et al., 2002),
desencadeando por meio de alteracdes genéticas como translocacdes e
inversdes, deleg¢des, amplificacdes, mutagdes puntiformes e insercdo de DNA
viral (FERREIRA e ROCHA, 2004; MIR et al., 2004).

O proto-oncogene c-MYC esta envolvido na regulagdo de outros genes
para que estes desenvolvam e atuem em suas fung¢des tais como, proliferacao
e apoptose. Porém, quando mutado, acredita-se que este possua papel distinto
no processo da carcinogénese codificando proteinas que promovem a perda do
controle sobre o ciclo mitético onde células normais tornam-se cancerosas
assumindo um carater dominante resultado de mutagbes somaticas.
(LITTLEWOOD e EVAN, 1990; DANG, 1999; ADACHI et al., 2001; GARTEL et
al., 2003; MIR et al., 2004).



O gene ¢c-MYC no cancer foi inicialmente descrito por Peyton Rous em
1911 quando evidenciou que um sarcoma tipico de aves poderia ser
transmitido através de extratos tumorais néo celulares, sugerindo que virus
poderiam ser possiveis agentes etioldégicos dessas neoplasias. Em seguida,
Varmus e Bishop em 1989 e Sheiness e Bishop em 1991, estudando um
subgrupo de retrovirus causador da mielocitomatose em aves, identificaram o
oncogene v-MYC (de viral avian myelocytomatosis). Subsequentemente, o
gene c-MYC (de cell) foi identificado como o homélogo celular desse oncogene
retroviral, sendo sua superexpressao demonstrada em varios tumores
humanos e animais (FARIA e RABENHORST, 2006).

Sabe-se que o gene c¢-MYC encontra-se localizado na regido
cromossOmica 8924.1, no homem compreendendo trés éxons, cujo produto
consiste em fosfoproteinas nucleares altamente conservadas. As descobertas
acerca deste gene reforcam sua atuacdo como modulador da transcricéo
génica e sua participagdo em outros mecanismos potencialmente relevantes no
processo tumorigénico. A identificacdo dos numerosos alvos génicos do c-
MYC, assim como a compreensdo de suas complexas vias regulatérias
configuram o desafio final na busca de sua completa elucidag&o acarretando o
importante avanco nos campos diagnostico, prognéstico e terapéutico para a
oncologia. (FARIA e RABENHORST, 2006).

Como oncogene, o c¢c-MYC possui papel distinto no processo de
carcinogénese. Ele parece manifestar fungdo sutil como regulador do ciclo
celular. (LITTLEWOOD e EVAN, 1990; DANG, 1999; ADACHI et al., 2001;
GARTEL et al., 2003; MIR et al., 2004).

A atividade do c-MYC é regulada por sinais externos (fatores de
crescimento) e internos (ativagdo do ciclo celular) dos quais células
diferenciadas expressam baixos niveis de c¢-MYC, mas transcrevem
potencialmente essa proteina quando estimuladas. A ativacdo inadequada
desse gene acarreta o desenvolvimento de neoplasias por meio de
translocacado cromossémica (justaposicéo) ou amplificacdo génica (aumento do

numero de copias do c-MYC).



Esse gene é importante ndo somente na diferenciagdo celular, mas
também na induc&o da apoptose e serve como prognostico de neoplasias, bem
como nha expressdo a padrdes de resposta a drogas antineoplasicas
especificas. Quando ha sua desregulagéo, também promove a produgédo de
radicais livres pelas mitocéndrias, acarretando danos ao DNA e instabilidade
genbmica (ADACHI et al., 2001, GOLIJOW et al.,, 2001; FARIA e
RABENHORST, 2006; KUTLER, 2006).

2.4. Elemento de transposig¢ao LINE-1

Os elementos de transposicéo representam aproximadamente 40% do
genoma do homem e sao sequéncias de DNA que podem se mover no genoma
sendo a principal fonte de mutagbes espontaneas. Também podem causar
efeitos deletérios em organismos, como por exemplo, em varias doencas
humanas (KASS, 1999; BOGERD et al., 2006; GARCIA-PEREZ et al., 2007).

O grande numero desses elementos, no genoma, propicia ampla
oportunidade para recombinagdo homologa desigual, ocasionando delegdes ou
duplicacbes génicas e mesmo alteragdes mais complexas do material genético.
(CARARETO et al., 2001).

Os genomas dos mamiferos sdo caracterizados por grande numero
dessas sequéncias LINE repetitivas (Long Interspersed Elements) que séao
altamente variaveis de espécie para a outra. Sequéncias repetitivas de
camundongos, por exemplo, sado diferentes das sequéncias humanas
(BENTOLILA et al., 1999).

Os LINE's sdo derivados pela RNA polimerase Il, ttm comprimento de
6,0kb até 9,0kb, e compreendem a regiao da extremidade 5" ndo traduzida e
uma cauda poli(A) (CHEN et al., 2005).

O LINE-1 constitui a maior familia de elementos de transposi¢ao
independentes nos mamiferos (CHOI et al., 1999; BOISSINOT et al., 2001;
THORMBURG et al.,, 2006) podendo adquirir fungbes especificas, como o

controle da traducgéo de proteinas e transcricao de genes. Segundo CHOI et al.



(1999), o LINE-1 se insere no gene causando doengas malignas como é o caso
do TVT nos cées (KATZIR et al., 1985; KATZIR et al., 1987; CHOI et al., 1999).
Um aspecto importante a ser considerado € o conceito de fase de leitura
(reading frame). Esta fase de leitura corresponde a cada trés maneiras de
agrupar cdédons em sequéncias de DNA ou RNA. Sendo assim, fase aberta de
leitura (open reading frame ou ORF) € sequéncia de cédons que comega em
cédon de iniciacdo e tem numero mulitplo de trés de bases. Como
consequéncia, uma ORF é completamente mapeada em cdédons sem que
sobre nenhuma base ao final da sequéncia (SCHNEIDER e PEREIRA, 2006).

Esse elemento transponivel codifica para duas proteinas, ORF1p e
ORF2p, que sao requeridas para o evento de transposicdo. Os eventos
refletem 0,2% de todas as mutagbes humanas espontaneas (BOGERD et al.,
2006). Enquanto, a ORF1 codifica uma proteina ligada ao RNA nao especifico,
a ORF2 codifica uma proteina com atividades de endonuclease (L1 EN) e
transcriptase reversa (L1 RT). Ambas s&o cruciais para a transposig¢ao ativa
(CHEN et al., 2005; GARCIA-PEREZ et al., 2007).

A transposicao ou retrotransposicdo pode, entretanto, alterar a estrutura
primaria do genoma em uma variedade de outros caminhos além da simples
insercao. Os elementos LINE-1 podem se mobilizar para regides flanqueadoras
por um processo denominado transdugcéo mediada por L1. Podem até mesmo
ser capazes de mover introns, sequéncias de DNA gendmicos distantes
através de RNA intermediarios emendados, para novas localizagdes
gendémicas (CHEN et al., 2005).

Células de TVT tém a sequéncia do LINE-1 truncada para a regido da 5°
extremidade para o primeiro éxon do oncogene c-MYC. Porém, a estrutura
genética do LINE-1 e a relagdo molecular entre o LINE-1 canino e o elemento
LINE-1 inserido no rearranjo c-MYC do TVT & pouco conhecida (AMARIGLIO et
al., 1991; LIAO et al., 2003).



2.5. Especificidade do rearranjo LINE-1/c-MYC no TVT

No TVT encontrou-se o oncogene c-MYC rearranjado pela inser¢céo do
elemento longo de transposicdo LINE-1 na regido da extremidade 5" para o
primeiro éxon. Por meio das técnicas de Biologia Molecular, essa juncéo foi
verificada em todas as amostras testadas desse tumor, porém né&o verificado
em amostras de DNA de cées normais (KATZIR et al., 1985; KATZIR et al.,
1987; AMARIGLIO et al., 1991; CHOI et al., 1999; HASLER e WEBER, 2000;
CANGUL, 2001; MUKARATIRWA e GRUYS, 2003; MURGIA et al.,, 2006;
PARK et al., 2006; ROSS, 2006;). A especificidade desta alteracao genética no
TVT é demonstrada por Chu et al. (2001) que testaram por meio da PCR a
amplificagdo deste segmento de DNA especifico em outros tumores, epiteliais e

mesenquimais, constatando a auséncia deste rearranjo.

Murgia et al. (2006) verificaram o rearranjo LINE-1/c-MYC em amostras
de TVT obtidas dos cinco continentes da seguinte forma: pela técnica da PCR
em DNA genbmico e mitocondrial, além de antigenos de histocompatibilidade.
Os autores apontam a monoclonaidade para a célula do TVT visto que, todas
expressaram o rearranjo LINE-1/c-MYC. De extrema importéncia citar que no
referido trabalho, as células somaticas do cdo apresentam o gene DLA classe
II, o mesmo acontecendo com as células de TVT. Por outro lado, o referido

rearranjo somente esta presente na célula do TVT.

Esse rearranjo foi demonstrado em todos os tumores testados e a
integracdo do mesmo LINE foi encontrada exatamente na mesma regiao do c-
MYC indicando que os genes rearranjados nao sdo apenas semelhantes, mas
idénticos, sugerindo a origem de uma unica célula tumoral. Em apenas alguns
casos, a integracdo do LINE ocorreu em uma area limitada, mas n&do no
mesmo nucleotideo (AMARIGLIO et al., 1991).

Segundo Liao et al. (2003), o fragmento LINE-1/c-MYC amplifica um
segmento de aproximadamente 550pb. No entanto, o tamanho da amplificacéo
pode variar de acordo com Spin et al. (2008) que encontraram esse segmento

de DNA amplificado em cerca de 340pb.
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A sequéncia do LINE-1 possui 1,378pb flanqueado por 10pb em
repeticdo direta upstream para o gene ¢c-MYC, entretanto, os produtos da PCR
utilizando oligonucleotideos especificos variaram em comprimento neste
estudo, talvez pelo fato da escolha da sequéncia iniciadora utilizada (LIAO et
al., 2003). Ja Choi et al. (1999), que analisaram a sequéncia homéloga com a
proteina ORF2 canina responsavel direta pelo evento de transposigéo,
sugeriram que o TVT-LINE continha 461pb de comprimento homoélogo a fita
complementar do LINE-1 canino e é acompanhado por uma delecao de 5pb. A
sequéncia do DNA do TVT-LINE mostrou neste estudo 98% de homologia para
o LINE-1 canino quando comparado a sequencias ja depositadas em banco de
dados (GenBank).

Em relagéo ao gene ¢c-MYC rearranjado, a possibilidade de que ele seja
previamente um alelo polimérfico nos animais examinados foi eliminada pela
auséncia deste rearranjo em células sanguineas de animais afetados pelo
tumor (AMARIGLIO et al.,, 1991). Segundo Choi et al. (1999) e Choi et al.
(2002), a mutagdo do gene p53 é um potente regulador da expresséo
endogena do ¢c-MYC e por esta razdo ele seja uma das possiveis causas de
doencas em humanos. Entretanto, sdo necessarios mais estudos a respeito,
pois a especificidade dessa alteracdo genética € indiscutivel para a
tumorigénese da doenca TVT, porém ainda n&o foi demonstrado que essa

alteracao seja a causa primaria e unica dessa neoplasia.

2.6. Biologia Molecular e suas aplicagdes na clinica

Os eventos basicos da carcinogénese sao conhecidos em nivel
molecular. Estes resultam da agressdo ao genoma da célula, com alteracdes
do DNA, que sdo mutagcbes ou expressdo andmala de genes normais. Tais
alteragdes levam a ativacao ou inativagdo de genes que coordenam funcgdes
essenciais da célula, como marcadores de proliferacdo, diferenciacdo, morte
por apoptose e estabilidade do genoma. O acumulo de mutagdes nesses genes
criticos leva a perda da homeostase e o aparecimento do fendtipo celular
maligno (COSTA e MENCK, 2004; BASSANI-SILVA, 2008).
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A Biologia Molecular oferece varias ferramentas para o diagnéstico e
monitoramento do cancer. Existem claras evidéncias de que a ocorréncia de
alteracbes em determinados genes podera modificar radicalmente o curso
natural de uma neoplasia, levando a diferengas significativas no prognéstico do
paciente e seus indices de resposta a terapéutica instituida. No momento atual,
procura-se identificar genes individuais com importancia especifica para cada
tumor e sua influéncia sobre o seu comportamento biolégico (PINHO, 2001;
MIR et al.,, 2004). Pinho (2006) acredita no grande potencial da Biologia
Molecular para a realizagéo de pesquisas na area médica tendo em vista a sua
grande relevancia clinica e epidemioldgica para o diagndstico e monitoramento
€ util em numero bastante amplo de doencgas, entre elas, o TVT (CANGUL,
2001; PARK et al., 2006).

A existéncia de marcadores de alta especificidade deve-se,
principalmente, ao fato de que foram encontradas, em diferentes tumores,
alteracgdes caracteristicas como presenca de mutacgdes, presenca aumentada
de produtos transcritos e/ou proteinas decorrentes da atividade desregulada de
genes (KATZIR et al.,, 1987; AMARIGLIO et al.,, 1991; LIAO et al., 2003;
FERREIRA e ROCHA, 2004; MOLINA e TOBO, 2004).

Metodologias de genética molecular foram desenvolvidas possibilitando
a difusdo de métodos na maioria das vezes simples e rapidos para a detecgéo
de mutagdes. O principal método desenvolvido foi a técnica da PCR criada em
1985 por Kary Mullis, tornando-se, em periodo curto de tempo a técnica mais
utilizada em laboratérios de Genética e Biologia Molecular, podendo-se obter
grande quantidade de DNA de gene especifico, e utiliza-la na busca de
mutagbes por sequenciamento de DNA (MESQUITA et al., 2001; NAOUM,
2001; CECCATO-ANTONINI et al., 2004; MOLINA e TOBO, 2004).

A técnica da PCR baseia-se na sintese enzimatica in vitro de milhées de
copias de um segmento especifico de DNA na presengca da enzima DNA
polimerase. Ocorre a desnaturacdo, anelamento e extensado enzimatica de um
par de oligonucleotideos (pequenas moléculas de DNA de fita simples)
utilizados como iniciadores (primers) delimitando a sequéncia alvo da

amplificagdo que, por varios ciclos, produzem milhdes de vezes a quantidade
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inicial da mesma. Essa producao de amplificagdo em escala permite iniciar com
quantidades minimas de DNA e terminar a reagdo com grandes quantidades de
DNA de seqUéncia especifica de interesse (SILVA e ANDRADE, 2001;
CECCATO-ANTONINI et al., 2004; MOLINA e TOBO, 2004).

Ceccato-Antonini et al. (2004) acreditam que a facilidade, a rapidez e a
sensibilidade da PCR a tornam particularmente a reagcdo poderosa para
estudos genético-moleculares envolvendo grande numero de copias de um

segmento de DNA em qualquer organismo vivo.

Quanto ao diagnéstico molecular do TVT, autores utilizaram varias
técnicas como o Western immunobloting, Southern blotting e a PCR padrao
para detecg¢ao do rearranjo genético especifico do tumor denominado LINE-1/c-
MYC. Todos esses autores foram unénimes em reafirmar sua especificidade
para o TVT (KATZIR et al., 1985; AMARIGLIO et al., 1991; CHU et al., 2001).

2.7. Sequenciamento Nucleotidico

Até meados da década de 70 ndo era nada simples obter uma
sequéncia de DNA, fosse ele fita simples ou dupla. No inicio da década de 80
uma técnica relativamente rapida de sequenciamento de DNA foi desenvolvida,
que empregava a quebra de uma cadeia de DNA com diferentes produtos
quimicos e a Vvisualizagdo dos fragmentos gerados por eletroforese
desenvolvido por SANGER et al., (1979). Havia necessidade de se fazer a
marcacao radioativa das moléculas porque a quantidade de material produzida
era muito pequena e nao podia ser detectada de outra forma. Mesmo com
todas essas dificuldades houve entdo um rapido progresso no conhecimento de
sequéncias de DNA. Um novo avancgo tecnolégico foi alcangado pela
introducéo da técnica de interrupcéo da sequéncia pela incorporacéo aleatoria
de um nucleotideo modificado, sem a hidroxila na posigcdo 3°, que ficou
conhecida como técnica de didesoxi ou dideoxi. Eventualmente, o
sequenciamento manual ainda € feito, mas € muito mais trabalhoso, caro e
arriscado, pois emprega substancias radioativas. (BAUER et al.,, 1994;
SAMBROOK et al., 2001).
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O sequenciamento é a identificacdo das bases que compdem uma
molécula de DNA efetuada por meio de técnica denominada eletroforese em
gel. Através da replicacdo controlada, sdo gerados separadamente para cada
base todos os fragmentos possiveis que terminam com aquela base. No
decurso de varias horas, os fragmentos de DNA ficam espalhados ao longo do
bloco de gel fino de acordo com o tamanho formando uma escada de faixas
discretas, cada uma composta por uma colecdo de moléculas de DNA de
comprimento idéntico (SAMBROOK et al., 2001; SCHNEIDER e PEREIRA,
2006).

O método pode ser automatizado através de equipamentos apropriados
gerenciados por computadores com softwares que leem sequencialmente e
identificam os produtos. Isto permite executar o processo em grande escala.
Neste caso, utilizam-se simultaneamente os 4 didesoxinucleotideos
terminadores (ddNTPs) marcados por fluorescéncia. Como cada reacéo (A, T,
G, C) utiliza um fluorocromo diferente, os produtos podem ser reunidos e a
eletroforese desses realizada em um unico canal do gel de sequenciamento
(AKOPYANZ et al., 1992).

O sinal fluorescente diferencial emitido por cada fragmento, apos
iluminacdo com um feixe de laser, identificara os produtos baseado na
diferenca de comprimento de onda. A luz emitida é detectada por
escaneamento do gel e a sequéncia deduzida por computador. Variaveis mais
modernas, consequentemente mais rapidas e eficazes, incluem a robotizacao
total do processo com a inclusdo das etapas de purificacdo e da reacdo de
sintese da cadeia do DNA (AKOPYANZ et al.,, 1992; SILVA e ANDRADE,
2001).

A técnica utilizada pelos sequenciadores modernos utiliza o mesmo
principio da eletroforese em gel, mas com algumas diferengas importantes. A
primeira € que os fragmentos sdo depositados em um unico bloco para cada
base. A visualizagao dos resultados é feita por um eletroferograma gerado pelo
sequenciador apresentando quatro graficos coloridos, cada um
correspondendo a uma das quatro bases. Quando uma base é identificada em

dada posi¢do do fragmento, o grafico daquela base apresentara um pico na
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posi¢cdo correspondente. Assim a identificacdo no eletroferograma da
sequencia de picos e suas respectivas cores revelam a sequencia de bases do
fragmento sequenciado (SCHNEIDER e PEREIRA, 2006).

Esta revisdo de literatura abordando os itens supracitados € de extrema
importancia para o melhor entendimento do Tumor Venéreo Transmissivel

Espontaneo Canino e as metodologias aplicadas neste trabalho.
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RESUMO

O Tumor Venéreo Transmissivel (TVT) é a segunda neoplasia mais frequentemente
diagnosticada em cdes no Servigo de Patologia de Botucatu. Este trabalho teve por objetivo
identificar os critérios citopatoldgicos de malignidade pela técnica de Papanicolaou e detectar
nas células do TVT espontaneo canino o elemento de transposi¢cdo LINE-1 inserido no gene
¢c-MYC como alteragdo genética especifica por meio da Reacdo em Cadeia da Polimerase
(PCR) e do sequenciamento genético nos grupos linfocitdide e plasmocitoide verificando se
ha diferenca entre os achados morfoldgicos ¢ moleculares. Para tal, foram utilizados 35
animais sendo 77% sem raga definida (SRD) que apresentavam TVT localizado, na maioria
dos casos, nos orgdo genitais. Com a coloracdo de Papanicolaou, os critérios de malignidade
nucleares comuns para ambos os grupos observados foram, espessamento da membrana
nuclear, ranhura nuclear, nucléolo angular e halo perinucleolar. A regido amplificada
correspondente ao rearranjo apresentou um produto de 340pb em 100% das amostras
analisadas. O sequenciamento genético confirmou a presenca do rearranjo LINE-1/c-MYC e o
grau de identidade entre as sequencias obtidas e¢ as ja depositadas em banco de dados
(GenBank) variou de 94 a 96%. Concluiu-se que o emprego da coloracdo com Papanicolaou
constituiu grande contribuicdo ndo apenas para o diagnodstico citolégico do TVT, como
também, uma ferramenta valiosa para evidenciacdo de critérios de malignidade que
normalmente nio sdo visualizados quando se utiliza corantes tipo Romanowsky e que a
especificidade da alteragdo genética LINE-1/c-MYC em relagdo ao TVT € indiscutivel quanto
a sua monoclonalidade. Em futuras investigagdes, este estudo podera servir de esteio para
correlacionar morfologia, critérios de malignidade e estudos moleculares ainda nio realizados

em conjunto para o TVT.

Palavras-Chave: cao — TVT - citologia — ¢c-MYC — LINE-1
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INSERTION OF TRANSPOSON LINE-1 IN GENE C-MYC AND THE CRITERIA OF
MALIGNANCY.
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SUMMARY

The Tumor Transmissible Venereal disease (TVT) is the second neoplasia more frequent
diagnosed in dogs in the Service of Pathology of Botucatu. This work had for objective to
identify the cytophatologics criteria of malignance for the technique of Papanicolaou and to
detect in the cells of the canine spontaneous TVT the element of inserted transposition LINE-
1 in the gene c-MYC as specific genetic alteration by means of the Reaction in Chain of
Polimerase (PCR) and the genetic sequencing in the groups linfocitéide and plasmocitdide
verifying if it has difference between the morphologic and molecular findings. For such, 35
animals being 77% without definite race had been used (SRD) that they presented located
TVT, in the majority of the cases, in the agency genital. With the Papanicolaou stain, the
common nuclear criteria of malignance for both the observed groups had been, thicking of the
nuclear membrane, angular nuclear groove, nucleoli and haloperinucleoli. The region
amplified corresponding to the rearrangement presented a product of 340pb in 100% of the
analyzed samples. The genetic sequencing confirmed the presence of the LINE-1/c-MYC
rearrangement and the degree of identity between the gotten sequences and already deposited
in data base (GenBank) varied of 94 96%. It was concluded that the job of the Papanicolaou
staining not only constituted great contribution for the cytological diagnosis of the TVT, as
well as, a valuable tool for evidencion of malignance criteria that are normally not visualized
when Romanowsky type is used stains and that the specific of the genetic alteration LINE-
1/e-MYC in relation to the TVT is unquestionable how much its monoclonal. In future
inquiries, this study it will be able to serve to correlate morphology, criteria of malignance

and molecular studies not yet carried through in set for the TVT.

Keywords: dog — TVT - cytology — c-MYC — LINE-1

TUMOR VENEREO TRANSMISSIVEL ESPONTANEO CANINO: A INSERCAO DO
TRANSPOSON LINE-1 NO GENE C-MYC E OS CRITERIOS DE MALIGNIDADE.

INTRODUCAO
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O Tumor Venéreo Transmissivel (TVT) € a segunda neoplasia mais frequentemente
diagnosticada em cdes no Hospital Veterinario de Botucatu, Sdo Paulo, perdendo apenas para

os tumores de mama em cadelas (Hataka, 2003; Amaral, 2004).

As células do TVT canino espontaneo se implantam e se desenvolvem na mucosa da
genitalia e em outras mucosas, pela quebra de suas integridades (Nielsen e Kennedy, 1990;

Harmelin et al., 2001; Papazoglou et al., 2001; Rivera et al., 2005).

A avaliagdo citologica tornou-se uma técnica diagnéstica extremamente util para a
confirmagdo das suspeitas de TVT, ndo so pela sua eficicia que varia de 90 a 96%, mas
também por ser simples, barata, de facil aplicacdo na rotina, causando menos distor¢do da
morfologia celular (Miller et al., 1990; Kroger et al., 1991; Rocha, 1998; Eriinal-Maral et al.,
2000; Cowell e Tyler, 2008).

Encontram-se na literatura trabalhos que mostram diferentes formas quanto a
expressdo morfologica influenciando o comportamento bioldgico do tumor (Mohanty e Rajya,
1977; Rogers et al., 1998; Varaschin et al., 2001) e para isto sdo preconizados critérios de
malignidade comuns e menos frequentes em neoplasias. Os critérios de malignidade gerais
incluem hipercelularidade, anisocitose e pleomorfismo. Quanto aos critérios nucleares cita-se
macrocariose, aumento da relacdo nucleo:citoplasma, anisocariose, multinucleagdo, mitoses
anormais, padrio de cromatina, amoldamento nuclear, dentre outros. Para os critérios
citoplasmaticos, vacuolizagdo citoplasmatica, espessamento da membrana e basofilia (Raskin
e Meyer, 2003; Cowell e Tyler, 2008). Hoje se tem conhecimento da existéncia de dois

grupos morfologicos denominados plasmocitoide e linfocitéide (Amaral, 2005).

Para o diagnoéstico e evidenciacdo de critérios de malignidade trabalhos indicam que
corantes do tipo Romanowsky (Giemsa) sdo mais adequados pelas reacdes quimicas que
produzem nas células quando dissolvidos em dalcool metilico (Cowell e Tyler, 2008;

Magalhaes et al., 2001; Meuten, 2008).

Em contrapartida, a coloragdo de Papanicolaou € extremamente valiosa porque
acentua grandes variagdes quanto a morfologia celular, os varios graus de maturidade celular
e a atividade metabdlica das células. As principais vantagens desta colorag@o sdo a defini¢ao
detalhada dos critérios nucleares, transparéncia citoplasmatica e diferenciacdo celular eficaz
para evidenciar tais alteragdes nas células neoplasicas (Papanicolaou, 1932; Jorundsson et al.,

1999; Magalhaes et al., 2001;Cowell e Tyler, 2008; Meuten, 2008).
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O TVT difere de células somaticas do c@o e se caracteriza por ser uma das neoplasias
mais antigas e em continua propagacdo entre hospedeiros. Acredita-se que tenha surgido entre
200 e 2.500 anos atras. Apesar disso, sua origem permanece incerta (Macewen, 2001; Catone

et al., 2003; Dingli e Nowak, 2006; Murgia et al., 2006; Vonholdt e Ostrander, 2006).

O namero somatico normal do céo € de 78 cromossomos, sendo todos 0s autossomos
de morfologia acrocéntrica. Nos estudos de citogenética classica, observa-se que as células do
TVT exibem entre 57 a 59 cromossomos, sendo varios deles de morfologia submetacéntrica
ou metacéntrica (Cohen, 1978; Cohen, 1985; Vermooten, 1987; Rogers, 1997; Hasler e
Weber, 2000; Macewen, 2001). Esses rearranjos podem ser decorrentes de fusdes, sem que
haja perda ou ganho de material genético (Hahn, 1998). Esta ¢ uma explicagdo para a

diferenca no numero de cromossomos da célula somatica normal do cdo e a célula do TVT.

Dentre as alteragdes moleculares mais frequentes encontradas no TVT destaca-se o
rearranjo do proto-oncogene c-MYC, resultante da insercdo do segmento de DNA repetitivo
de 1,5 Kb pertencente a familia dos elementos genéticos de transposi¢do, conhecidos como
LINE (Long Interspersed Element) (Katzir et al., 1987; Amariglio et al., 1991; Chu et al.,
2001; Choi et al., 2002).

Andlises moleculares de TVT revelaram a inser¢do destes segmentos nas mediagdes
do proto-oncogene c-MYC, ndo ocorrendo em células normais de cies (Katzir et al., 1985;
Amariglio et al., 1991; Choi et al., 1999; Chu et al., 2002). As aberracdes cromossomicas
constantes e especificas do TVT, como o rearranjo da seqiiéncia LINE-1/c-MYC, ¢ idéntica a
esse tumor confirmando a sua monoclonalidade (Amariglio et al., 1991; Mukaratirwa et al.,

2003; Murgia et al., 2006; Vonholdt et al., 2006).

Este trabalho teve por objetivo identificar os critérios citopatologicos de malignidade
pela técnica de Papanicolaou e detectar nas células do TVT espontaneo canino o elemento de
transposi¢do LINE-1 inserido no gene c-MYC como alteragdo genética especifica por meio da
PCR e do sequenciamento genético nos grupos classificados como linfocitéide e

plasmocitdide verificando se ha diferenga entre os achados morfoldgicos e moleculares.

MATERIAL E METODOS

O trabalho foi aprovado pela Cdmara de Etica em Experimentacdo Animal e com o

consentimento livre e esclarecido dos proprietarios, foram utilizados 35 caes sem restri¢ao de
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sexo, raca ou idade, provenientes do Hospital Veterinario, FMVZ, Unesp, Campus de

Botucatu, Brasil entre o periodo de agosto de 2006 a outubro de 2008.

Estes animais tiveram o diagndstico citopatoldgico para TVT e as amostras foram
entdo coletadas no ambulatorio do Servico de Cirurgia de Pequenos Animais por meio de
esfoliagdo com escova cervical de Ayra utilizando a coloragdo de Giemsa e processadas no
Servico de Patologia Veterindria da referida institui¢do. Desse material escovado, foram
utilizadas 6 laminas histoldgicas de cada grupo citomorfoldgico fixadas imediatamente em
alcool etilico a 95% de cada amostra para serem coradas com Papanicolaou e montadas em

resina Permount para evidenciagdo dos critérios de malignidade nucleares.

A observagdo das laminas histoldgicas para verificagdo da celularidade da amostra,
padrdo de coloragdo e distribuicdo das células foi feita microscépio de luz polarizada modelo

Axio Imager A1 (Carl Zeiss, Alemanha).

Vale ressaltar que as amostras de TVT apresentam ambos os componentes
linfocitoides e plasmocitoides. Desta forma, padronizou-se que o TVT linfocitéide apresenta
uma contagem de células acima de 60% com morfologia arredondada, citoplasma escasso e
finamente granular, com presenc¢a de vactiolos que acompanham a periferia da célula, nicleo
central com cromatina grosseira e presenga de um ou dois nucléolos evidentes. Para o grupo
plasmocitdide, o mesmo deve apresentar contagem de células acima de 60% com morfologia
ovaide, citoplasma mais abundante (menor relagcdo nucleo:citoplasma), com nucleo localizado

excentricamente.

Foram realizadas as contagens das amostras, sendo duas laminas para cada amostra
por meio do analisador de imagens com auxilio de microscopio de luz polarizada modelo
Axio Imager Al (Carl Zeiss, Alemanha), onde eram contados 10 campos aleatérios sempre
procurando escolher areas onde as células se encontravam mais esparsas. Essas células eram
marcadas, processadas e digitalizadas pelo programa computacional Axionvision Software
Rel. versdo 4.3(Zeiss Vision, Alemanha) instalado na aparelhagem perfazendo um total de
1.000 células contadas para classificagdo nos grupos plasmocitdide ou linfocitdide. Apods o
término da contagem e confirmacgdo da classificagdo, essas laminas eram novamente levadas
ao microscopio Optico de luz polarizada modelo Axio Imager Al para observagdo dos
critérios de malignidade mais significantes. Levou-se em consideragdo tanto critérios gerais

como aqueles menosS comuns.

A andlise molecular procedeu-se no Laboratorio de Biologia Molecular do Instituto de

Biociéncias, Unesp, Campus de Botucatu.
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As 35 amostras obtidas pela técnica citoldgica de esfoliacdo, foram colocadas em
solucdo tampao fosfato salina (PBS) em criotubo e armazenadas a -20 °C por 9 meses (Hirata
et al.,, 2006). Posteriormente, procedeu-se a extracdo do DNA genomico por meio do Kif
Comercial Illustra™ Tissue & Cells GenomicPrep Mini Spin Kit de acordo com as normas
do fabricante.

Amostras de 3 mL de sangue total foram colhidas utilizando-se tubo vacutainer (BD,
EUA) contendo 7,5 mg de EDTA de 3 cées clinicamente sadios como controle negativo ¢ 4
cdes com TVT para os controles positivos. Para a extragdo do DNA gendmico, foi empregado
o Kit Illustra Blood GenomicPrep Mini Spin Kit, segundo normas do fabricante.

Para a avaliacdo da integridade do DNA, as amostras foram submetidas a eletroforese
em gel de agarose a 0,8%, coradas com brometo de etideo, visualizadas e fotografadas sob luz
ultravioleta no aparelho de fotodocumentacdo Eagle Eye II Stratagene. A quantificacdo das
amostras foi determinada em espectrofotdmetro NanoDrop® ND -1000 Spectrophotometer e a
qualidade determinada pela razdo das absorbancias de 260/280nm. Todas as amostras de
DNA foram diluidas para uma concentra¢do de 10 ng/uL.

Para detectar a presenca do marcador molecular LINE-1/c-MYC utilizou-se os
oligonucleotideos MYC.S 5’ ATGCACCAAGATTTTCTTCACTGC 3" (Chu et al., 2001),
especifico para 0 éxon 1 do gene MYC e LINE.A
S"ATCCTAGAGAAGAACACAGGCAACAC 3’ (Amariglio et al., 1991), especifico para o
segmento LINE-1. Como controle da reacdo de amplificacdo foram utilizados os
oligonucleotideos  HBGA.S  5'CGGTATTTGGAGGTCAGCAC 3° e HBGAA
5'CCCACCACCAAGACCTACTT 3’ responsaveis pela amplificacdo de um segmento de
480pb do gene da hemoglobina humana (Venta et al., 1996).

Cada reagao de PCR consistiu de um volume final de 25 pL contendo 10 uM de cada
oligonucleotideo, 4 pL de PCR Master Mix (Promega) e 6 uL de agua mili-Q autoclavada e
10ng/pL de DNA. As reagdes foram realizadas em termociclador PTC-100™ (MJ Research),
apresentando desnaturagdo inicial a 94 °C por 5 minutos, seguido de 35 ciclos com
desnaturagdo a 94 °C por 1 minuto, hibrida¢do a 64°C por 1 minuto e extensdo a 72°C por 1
minuto, além de uma extensao final a 72 °C por 5 minutos.

A andlise dos produtos de amplificag@o foi realizada em gel de agarose a 1% corado
com brometo de etideo por um periodo de 1h50m a 100volts. A visualizag¢do dos produtos foi
feita no Sistema de fotodocumentacdo Eagle Eye II Stratagene.

Para purificagdo do produto de PCR, empregou-se o Kit comercial GFX"™ PCR DNA

and Gel Band Purification (Amershan Bioscienses) segundo normas do fabricante.
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As amostras de DNA foram quantificadas em espectrofotdmetro NanoDrop® ND -
1000 Spectrophotometer. Do total de amplificagdes, 3 , sendo 2 amostras do grupo
plasmocitdide e 1 do grupo linfocitdide foram seqiienciadas no aparelho de sequenciamento
ABI Prism™ 377 DNA Sequencer (Perking-Elmer). As sequencias geradas foram alinhadas e
analisadas utilizando os programas BioEditW versdo 7.0.4.1 e Clustal W Multiple Sequence

Alignment Program, v1.7.

RESULTADOS

A coloragdo com Giemsa otimizou o diagnostico citologico tanto para os grupos
plasmocitdide (Figura 1) como linfocitoide (Figura 2). Os critérios mais comuns foram
observados e pode-se também observar alguns critérios de malignidade nucleares que
dificilmente seriam visualizados com essa coloragdo (Figura 3).

A coloragdo com Papanicolaou, no entanto, evidenciou os critérios de malignidade
nucleares com grande riqueza de detalhes e observados em ambos os grupos citomorfoldgicos
como o espessamento da membrana nuclear, ranhura nuclear, nucléolo angular e halo
perinucleolar (Figura 4).

Neste estudo, procurou-se também observar a respeito de dados dos animais quanto a
incidéncia de raga, sexo, idade, localizacdo e tempo de evolu¢do independente dos grupos
citomorfologicos quando estas informagdes estavam disponiveis pelas fichas do prontuério ou
por meio de informagdes obtidas do proprio proprietario. Pode-se constatar que em relagdo a
raca, dos 35 animais estudados, 27 animais eram SRD perfazendo um total de 77%. O restante
(23%) eram das mais variadas racas como Cocker (01), Poodle (01), Border Collie (01), Fox
Paulistinha (01), Fila Brasileiro (01) e Pastor Belga (01). Quanto ao sexo, 21 animais eram
machos e 14 eram fémeas. A idade dos animais variou entre 2 a 14 anos.

A localizagdo do tumor predominante em machos foi encontrada na base do pénis,
bulbo peniano, prepucio e glande. Nas fémeas, o assoalho vaginal foi a area mais freqiiente,
embora houvessem quatro casos onde o TVT foi diagnosticado em sua forma extragenital
(Figuras 5 e 6).

Quanto ao tempo de evolucio, a dificuldade em se obter informagdes dos proprietarios
dificultou uma analise mais precisa na intengdo de aliar tempo de evolucdo com outros
aspectos clinico-epidemioldgicos. Mesmo assim, conseguiu-se constatar que dos 35 animais
estudados, vinte animais (57%) tinham livre acesso a rua, um animal adquiriu a doenga apds o

cruzamento € um animal vivia em darea rural (sitio) com uma grande quantidade de cées.
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Pode-se obter algumas informagdes quanto ao tempo de evolug@o de alguns animais onde sete
animais apresentaram evolugdo de trés meses, um animal apresentou evolu¢do de 6 meses ¢
dos outros vinte e dois animais ndo foi possivel obter tal informacdo visto que alguns
proprietarios recolheram tais animais na rua.

Quanto a reagdo da PCR, ndo houve amplificacio do fragmento de 340 pb em
nenhuma amostra de sangue de animais clinicamente sadios (controle negativo) mas houve a
amplificacdo nos controles positivos (Figura 7). Os fragmentos amplificados das amostras de
TVT apresentaram aproximadamente 480pb e 340pb referentes ao gene de hemoglobina
humana e a regido alvo LINE-1/c-MYC, respectivamente (Figura 8). O sequenciamento
genético das amostras confirmou a presenca do rearranjo LINE-1/c-MYC nos animais com
TVT (Figura 9) fato comprovado pelo alinhamento das sequencias obtidas com as ja
depositadas em banco de dados mostrando um grau de identidade de 94 a 96% (Figura 10).

Nao foi detectada nenhuma outra alteragdo genética entre os grupos citomorfologicos.

DISCUSSAO

O presente estudo demonstra que as células de TVT exibem critérios citoldgicos
indicativos de malignidades. Isto sugere que as células do TVT, assim como as de outras
neoplasias exibem variagdes importantes na forma e volume devido aos seus constituintes,
principalmente cromatina nuclear. E importante verificar que por convengio se diz que as
células neoplasicas que demonstram esses critérios estdo na fase progressiva, isto ¢, expressa
fenotipicamente, caracteristica de instabilidade do genoma. Tais caracteristicas sdo
conseqiiéncias de uma infinidade de alteracdes que ocorrem nos genes responsaveis
principalmente por fatores de crescimento. Que parece ser fundamental para expansdo clonal
de células neoplésicas (Lopes et al., 2002; Ruggiero e Bustudabad, 2006; Ojopi e Neto, 2004;
Meuten, 2008).

Neste estudo, os critérios de malignidade gerais ndo fugiram do que € preconizado
pela literatura (Mitre et al., 1997; Meinkoth e Cowell, 2002). A anisocariose € anisocitose
marcante no TVT plasmocitoide e discreta a moderada no TVT linfocitoide (Albanese et al.,
2002; Amaral, 2005). A hipercelularidade, a variacdo dos padrdes de cromatina, nucléolos
unicos e multiplos, ranhura nuclear também foram descritos pela literatura (Raskin e Rebar,
2006). A macrocariose também muito encontrada nessas amostras denota um grau
significante de malignidade principalmente em nucleos maiores que 10um (Meinkoth e

Cowell, 2002).
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Algumas caracteristicas muito frequentemente encontradas como, brotamentos
nucleares responsaveis pela formagao de micronucleos (Bindu et al., 2003), espessamento da
membrana nuclear e frequentes em tumores da tiredide em humanos (Mckinley, 2004) e a
irregularidade da vacuolizagdo citoplasmatica, as vezes até ausente (Rogers, 1997) chamam
atencdo, pois entram em acordo com o que ja havia sido proposto por literatura recente
(Amaral, 2005).

A utilizagdo da coloragdo com Papanicolaou foi de fundamental importancia para
evidenciagdo dos critérios nucleares que nem sempre sdo visualizados pelos corantes de
Romanowsky (Giemsa), embora se constatasse alguns critérios nucleares com essa coloragao
como, brotamentos nucleares, espessamento da membrana e a ranhura nuclear muito
encontrada em tumores de mama (Ozkara et al., 2002). Pode-se constatar variacdo na
quantidade de nucléolos evidentes de um grupo citomorfoldgico onde segundo pesquisadores,
o maior nimero de nucléolos indica a tendéncia a tumores mais antigos (Rogers, 1997;
Eriinal-Maral et al., 2002; Meinkoth e Cowell, 2002, Amaral, 2005).

E importante frisar que sem o emprego associado das duas coloracdes, Giemsa e
Papanicolaou, ndo seriam possiveis tais evidenciagdes dos critérios de malignidade
citoplasmaticos e nucleares discordando de alguns pesquisadores que relatam que o
Papanicolaou ndo se constitui um método pratico para tal, pois, em alguns casos ha o
inconveniente de se encontrar dreas onde células ja se encontravam dessecadas (Magalhaes et
al., 2001). Fato este ndo constatado nesse estudo. Outros pesquisadores recomendam a
modifica¢do do protocolo desta coloracdo designada para a citologia exfoliativa (Jérundsson
et al., 1999).

Segundo pesquisas realizadas comparando as colora¢des do tipo Romanowsky e
Papanicolaou, a segunda foi considerada a coloragdo de escolha para a citopatologia
veterindria embora a mesma prejudique a avaliagdo de critérios de malignidade
citoplasmaticos ainda que o recomendado fosse a associacdo de ambas as coloragdes
(Jorundsson et al., 1999).

Para a classificacio dos grupos citomorfologicos foram utilizadas ndo sé as
particularidades comuns a ambos os grupos como também a padronizacdo da contagem de
células em 10 campos aleatorios para verificagdo do tipo celular predominante (Amaral,
2005). A possibilidade da utilizagdo da técnica de microdissec¢do a laser para separagdo de
células e seu emprego na analise molecular ndo pode ser empregada neste estudo visto que €
uma técnica recente, minuciosa e¢ ainda ndo utilizada para amostras citoldgicas, pois seu

emprego ¢ mais frequentemente utilizado para amostras histoldgicas como tecidos incluidos
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em parafina inviabilizando o seu uso. Além disso, no Brasil hd raros microscopios para tal
técnica que possui grande potencial para diagndstico e investigacdo cientifica (Ihlaseh et al.,
2007).

Foram avaliados 35 animais onde 21 animais eram machos e 14 eram fémeas. Apesar
do maior ntimero de machos, a diferenca entre macho e fémeas foi muito pequena
corroborando com achados da literatura que ndo assumem uma clara predisposi¢do sexual
visto que alguns autores encontraram uma maioria absoluta em fémeas (Sobral et al., 1998) e
outros em machos (Varaschin et al., 2001). Neste estudo, optou-se por concordar com 0s
demais pesquisadores que negam qualquer preferéncia quanto ao sexo dos animais (Cohen,
1985; Das e Das, 2000). As idades variam entre 2 a 14 anos com uma frequéncia maior de
cdes acometidos com 4 anos de idade. Esses dados estdo de acordo com o descrito na
literatura onde animais que apresentam intensa atividade sexual se encontram na faixa etaria
de trés a cinco anos (Sobral et al., 1998; Das e Das, 2000; Amaral et al., 2004). Notou-se
realmente a queda na casuistica de animais atingidos a partir dos 5 anos de idade.

Quanto a raga, podemos notar que dos 35 animais estudados, 27 animais (77%) eram
SRD concordando com os achados da literatura que agrupam esses animais em uma
populagdo tipica de cdes de rua ou por puro descaso do proprietario do animal (Brandao et al.,
2002; Amaral, 2005; Lefebvre et al., 2007).

Quanto a localizagdo, o tumor foi detectado, na maioria dos casos, nos 0rgaos genitais,
correspondendo praticamente a maioria absoluta. Apenas quatro casos foram reportados em
sitios extragenitais (um na regido anal, dois na regido cutanea e um caso na cornea). De fato, a
localizag¢do genital foi mais frequente do que o acometimento cutaneo e nasal (Das e Das,
2000; Martins et al., 2005; Duarte et al., 2006). Com relagdo aos machos, os locais de maior
predilecdo foram os mesmos citados por outros autores (Nak et al., 2005) como a base do
pénis, bulbo peniano e glande assim como nas fémeas o assoalho vaginal.

Quanto ao tempo de evolugdo, ndo foi possivel uma coleta de dados devido a prdpria
desinforma¢do do proprietario que recolheu tais animais na rua. Apenas sete animais
apresentaram evolugdo de trés meses (90dias), cinco animais apresentaram evolucdo de quatro
a sete dias e um animal apresentou evolug@o de 6 meses. Segundo a literatura, o crescimento
tumoral aparece de 15 a 60 dias ap6s a implantagcdo (Duarte et al., 2006). Ainda existe uma
grande dificuldade em inferir dados quanto ao tempo de evolugdo dos casos de TVT devido a
falta de informagao por parte dos proprietarios.

As concentragdes de DNA obtidas variaram de 3,9 a 131,8ng/pL apresentando reacdes

de absorbancia de 260/280nm entre 1,8 a 2,0 indicando assim a pureza das amostras. Os
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valores obtidos estdo de acordo com os encontrado por autores que trabalharam com TVT.
Estes achados ndo comprometeram as aplicagdes para a PCR, pois, esta técnica pode ser
realizada com infimas quantidades de DNA (Pereira et al. 2001) obtendo-se a amplificacdo do
rearranjo LINE-1/c-MYC (Chu et al., 2001; Choi et al., 2002).

A reagdo de PCR constituiu um método de facil execugdo, simples e rapido e de
extrema sensibilidade para a detec¢do do rearranjo (Ceccato-Antonini et al., 2004; Silva e
Andrade, 2001; Molina e Tobo, 2004).

A deteccdo do rearranjo LINE-1/c-MYC amplificou um fragmento de 340pb, diferente
de outros trabalhos (Choi et al., 1999;Chu et al., 2001) que obtiveram um fragmento de
550pb. Esse fato pode ser explicado devido a amplificagcdo de diferentes segmentos do gene c-
MY C contendo a inser¢ao LINE.

Estudos com células de TVT, inclusive o nosso detectaram o rearranjo LINE-1/c-
MYC nas células, sem disting@o, o que ndo foi observado nas células sanguineas de cdes sem
o tumor. Autores defendem a teoria que a especificidade do rearranjo LINE-1/c-MYC
encontradas apenas nas células do TVT explica o aparecimento ¢ a manutengdo desta
neoplasia nos diferentes continentes do mundo por todo este tempo (Murgia et al., 2006;
Vonholdt et al., 2006).

Apds o sequenciamento do produto da PCR, constatou-se ser a regido amplificada
realmente, parte do rearranjo LINE-1/c-MYC, por meio de buscas em banco de dados
(GenBank) (Katzir et al., 1985; Amariglio et al., 1991; Choi et al., 1999; Choi et al., 2002;
Liao et al., 2003; Murgia et al., 2006).

Os resultados apresentados nesse trabalho estdo de acordo com dados da literatura que
utilizaram ndo s6 a PCR como teste padrdo, mas também outros métodos moleculares
constando a auséncia do rearranjo LINE-1/c-MYC em outros tumores (Chu et al., 2001) e sua
especificidade para o TVT. Estudos com células de TVT, inclusive o nosso detectaram o
rearranjo LINE-1/c-MYC nas células, sem distin¢do, o que ndo foi observado nas células
sanguineas de cdes sem o tumor. Autores defendem a teoria que a especificidade do rearranjo
LINE-1/c-MYC encontradas apenas nas células do TVT explica o aparecimento ¢ a
manutencdo desta neoplasia nos diferentes continentes do mundo por todo este tempo (Katzir
et al., 1985; Amariglio et al., 1991; Choi et al., 1999; Choi et al., 2002; Liao et al., 2003).

No entanto, estes mesmos autores relatam a necessidade de mais estudos para saber
qual o verdadeiro papel dessa alteragdo genética no TVT, o mecanismo de transposi¢do

envolvido e a sua participacdo nesta neoplasia.
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E importante ressaltar que somente este rearranjo seja responsavel por todas essas
alteragdes fenotipicas encontradas nos resultados de nosso trabalho, como as atipias
citolégicas do tipo aumento no volume dos ntcleos, hipercromasias, halo perinuclear,
ranhura, altera¢des da relagdo nucleo/citoplasma e o grau de atividade mitotica. Esses critérios
foram adaptados dos ja estabelecidos para lesdes, isto €, marcadores preditivos do

comportamento bioldgico de neoplasias (Liao et al., 2003;Meuten, 2008).

CONCLUSAO

Concluiu-se que o emprego associado das coloragdes de Giemsa e Papanicolaou
constituiu uma grande contribuicdo ndo apenas para o diagnostico citologico do TVT, como
também, uma técnica valiosa para evidenciagdo de critérios de malignidade que normalmente
ndo sdo visualizados quando se utiliza apenas os corantes de rotina tipo Romanowsky.

Quanto a predisposi¢do racial a maioria dos cdes sdo sem raca definida devido a
grande quantidade de cdes de rua; no entanto, ndo foi constatada predilecdo quanto a sexo e
idade e a localizag@o genital continua sendo a mais comum, embora chame a atencdo para
aqueles casos extragenitais encontrados nesse trabalho. Quanto ao tempo de evolugdo, ainda ¢
muito dificil se inferir quaisquer dados estatisticos devido a prépria falta de informagdo por
parte dos proprietarios.

A especificidade da alteracdo genética LINE-1/c-MYC ¢ indiscutivel como
preconizado pela literatura especializada e reafirmada ainda pelo sequenciamento genético
quanto a sua monoclonalidade.

Para futuras investigagdes, este estudo poderd servir de esteio para correlacionar
morfologia, critérios de malignidade, grau de agressividade e estudos moleculares ainda nao
realizados em conjunto para o TVT, bem como, outras metodologias para o melhor
entendimento de sua carcinogénese.

Portanto, julgamos relevante prosseguir nas investigacdes para melhor definir a
natureza bioldgica dessa neoplasia, compreender o porqué determinados cdes quando
desenvolve o TVT espontineo e quando submetidos a quimioterapia, cujo objetivo € eliminar
o tumor e possiveis focos de metastases, por vezes, ndo ¢ alcangado.

E ja de antemao recomendar que se o profissional especialista no assunto for empregar
0 exame citoldgico para o diagndstico de TVT que seja aplicado a coloragdo de Papanicolaou
para facilitar a identificar expressdo dos critérios de malignidade, para que possa auxiliar na

sessdo de quimioterapia.

29



REFERENCIAS

10.

11.

. Albanese F, Poli A, Millanta F, Abramo F. Primary cutaneous extragenital canine

transmissible venereal tumour with Leishmania-laden neoplastic cells: a further

suggestion of histiocytic origin? Vet Dermatol; 2002; 13(5): 243-6.

. Amaral AS, Gaspar LFJ, Silva SB, Rocha NS. Exame citologico como método

diagnostico do tumor venéreo transmissivel na regido de Botucatu, Brasil (Estudo

Retrospectivo: 1994-2002). Rev Port Cienc Vet. 2004; 99: 167-71.

. Amaral AS. Tumor venéreo transmissivel canino: critérios citoldgicos de malignidade e

caracterizagdo citomorfologica correlacionada a imunocitoquimica e lesdes de DNA
[thesis]. Botucatu: Faculdade de Medicina Veterinaria e Zootecnia, Universidade Estadual

Paulista; 2005.

. Amariglio EN, Hakim I, Brok-Simoni F, Grossman Z, Katzir N, Harmelin A, et al.

Identity of rearranged LINE/c-MYC junction sequences specific for the canine
transmissible venereal tumor. Proc Natl Acad Sci USA. 1991; 88(18): 8136-9.

Bindu L, Balaram P, Mathew A, Remani P, Bhattathiri VN, Nair MK. Radiation-induced
changes in oral carcinoma cells - a multiparametric evaluation. Cytopathology. 2003;
14(5): 287-93.

Branddo CV, Borges AG, Ranzani JJT, Rahal SC, Teixeira CR, ROCHA NS. Tumor
Venéreo Transmissivel: estudo retrospectivo de 127 casos (1998-2000). Rev Educ Contin
CRMV-SP. 2002; 5(1): 25-31.

Catone G, Marino G, Poglayen G, Gramiccia M, Ludovisi A, Zanghi A. Canine venereal
tumour parasited by Leishmania infantum. Vet Res Commun. 2003; 27(7): 549-53.
Ceccato-Antonini SR, Meneghin SP, Urashima AS. Técnicas basicas de biologia
molecular. Sao Carlos: Universidade Federal de Sao Carlos (apostila); 2004.

Choi Y, Ishiguro N, Shinagawa M, Kim CJ, Okamoto Y, Minami S, et al. Molecular
structure of canine LINE-1 elements in canine transmissible venereal tumor. Anim Genet.
1999; 30(1): 51-3.

Choi Y, Kim CJ. Sequence analysis of canine LINE-1 elements and p53 gene in canine
transmissible venereal tumor. J Vet Sci. 2002; 3(4): 285-92.

Chu RM, Lin CY, Liu CC, Yang SY, Hsiao YW, Hung SW, et al. Proliferation
characteristics of canine transmissible venereal tumor. Anticancer Res. 2001; 21(6A):

4917-24.

30



12.

13.

14.

15.

16.

17.

18.

19.

20.

21.

22.

23.

24.

Chu RM, Sun TJ, Yang HY, Wang DG, Liao KW, Chuang TF, et al. Heat shock proteins
in canine transmissible venereal tumor. Vet Immunol Immunopathol. 2002; 82(1-2): 9-21.

Cohen D. The transmissible venereal tumor of the dog — a naturally occurring allograft? A
review. Isr J Med Sci. 1978; 14: 14-9.

Cohen D. The Canine transmissible venereal tumor: a unique result of tumor progression.
Adv Cancer Res. 1985; 43: 75-112.

Cowell RL, Tyler RD. Cytology of cutaneous lesions. Vet Clin North Am Small Anim
Pract. 2008; 19(4): 769-94.

Das U, Das AK. Review of canine transmissible venereal sarcoma. Vet Res Commun.
2000; 24(8): 545-56.

Dingli D, Nowak MA. Cancer biology: infectious tumour cells. Nature. 2006; 443(7107):
35-6.

Duarte R, Niero R, Doretto JS, Manzan RM, Kogika, MM. Eritrocitose associada a tumor
venéreo transmissivel em cdo: relato de caso. Arq Bras Med Vet Zootec. 2006; 58(6):
1018-23.

Eriinal-Maral N, Findik M, Aslan S. Use of exfoliative cytology for diagnosis of
transmissible venereal tumour and controlling the recovery period in the bitch. Dtsch.
Tierarztl. Wochenschr. 2000; 107(5): 175-80.

Han JS, Boeke JD. LINE-1 retrotransposons: modulators of quantity and quality of
mammalian gene expression? Bio Essays. 2005; 27: 775-84.

Harmelin A, Pinthus JH, Katzir N, Kapon A, Volcani Y, Amariglio EN, et al. Use of a
murine xenograft model for canine transmissible venereal tumor. Am J Vet Res. 2001;
62(6): 907-11.

Hasler AH, Weber WT. Theriogenology question of the month. Transmissible venereal
tumor (TVT). J Am Vet Med Assoc. 2000; 216(10): 1557-59. Errata em: Theriogenology
question of the month. J] Am Vet Med Assoc. 2000; 217(1): 42.

Hataka A. Citologia aspirativa com agulha fina e histopatologia: valor e significado para o
diagnostico e prognostico do cancer de mama em cadelas. [Thesis]. Botucatu: Faculdade
de Medicina Veterinaria e Zootecnia, Universidade Estadual Paulista; 2003.

Ihlaseh SM, Oliveira, MLCS, Silva GN, Franchi CAS, Camargo JLV. Microdissec¢do e
captura a laser na investigagdo do gene TP53 em tecidos incluidos em parafina. J Bras

Patol Med Lab. 2007; 43(1): 61-67.

31



25.

26.

27.

28.

29.

30.

31.

32.

33.

34.

35.

36.

Jorundsson E, Lumsden JH, Jacobs RM. Rapid staining techniques in cytopathology: a
review and comparison of modified protocols for hematoxylin and eosin, Papanicolaou
and Romanouwsky stains. Vet Clin Pathol. 1999; 28(3): 100-8.

Katzir N, Rechavi G, Cohen JB, Unger T, Simoni F, Segal S, et al. “Retroposon” insertion
into the celular oncogen c-Myc in canine transmissible venereal tumor. Proc Natl Acad
Sci USA. 1985; 82(4): 1054-8.

Katzir N, Arman E, Cohen D, Givol D, Rechavi G. Common origin of transmissible
venereal tumors (TVT) in dogs. Oncogene. 1987; 1(4): 445-8.

Kroger D, Grey RM, Boyd JW. An unusual presentation of canine transmissible venereal
tumor. Canine Pract. 1991; 16(6): 17-21.

Lefebvre GNF, Bonamin LV, Oliviera CM. Tratamento de tumor venéreo transmissivel
(tvt) canino utilizando Viscum album em associa¢do a quimioterapia. Clinica Veterinaria.
2007; 70: 78-86.

Liao KW, Lin ZY, Pao HN, Kam SY, Wang FI, Chu RM. Identification of canine
transmissible venereal tumor cells using in situ polymerase chain reaction and the stable
sequence of the long interspersed nuclear element. J Vet Diagn Invest. 2003; 15(5): 399-
406.

Lopes AA, Oliveira, AM, Prado, CBC. Principais genes que participam na formacdo dos
tumores. Revista de Biologia e Ciéncias da Terra. 2002; 2(2): 1-7.

MacEwen EG. Transmissible venereal tumor. In: Withrow SJ, MacEwen EG, editors.
Small animal clinical oncology. 3" ed. Philadelphia: W.B. Saunders; 2001. p.651-6.
Magalhdes AM, Ramadinha RR, Barros CSL, Peixoto PV. Estudo comparativo entre
citopatologia e histopatologia no diagndstico de neoplasias caninas. Pesq Vet Bras. 2001;
1(21): 23-32.

MacKinley ET. General cytologic prionciples. In: Actkinson BF, editor. Atlas of
diagnostic cytopathology. 2™ ed. Philadelphia: Saunders; 2004. p.1-30.

Martins MIM, Souza FF, Gobello C. Canine transmissible venereal tumor: etiology,
pathology, diagnosis and treatment. In: Concannon PW, England GCW, Verstegen J,
Linde-Forsberg C, editors. Recent Advances in Small Animal Reproduction. 2005. New
York: International Veterinary Information Service. Available from:
http://www.ivis.org/advances/Concannon/gobello2/chapter.asp?LA=1

Meinkoth JH, Cowell RL. Recognition of basic cell types and criteria of malignancy. Vet
Clin North Am Small Anim Pract. 2002; 32(6): 1209-35.

32



37

38.

39.

40.

41.

42.

43.

44,

45.

46.

47.

48.

49.

50.

51.

52

. Meuten DJ. Diagnostic cytology for clinicians. [cited 2008 Mar 26]. Availabe from:

www.cldavis.org/cgi-bin/download.cgi?pid=404.

Miller DM, Blume S, Borst M, Gee J, Polansky D, Ray R et al. Oncogenes, malignant
transformation, and modern medicine. Am J Med Sci. 1990; 300(1): 59-69.

Mitre BK, Kanbour AI, Mauser N. Fine needle aspiration biopsy of breast carcinoma in
pregnancy and lactation. Acta Cytol. 1997; 41: 1121-30.

Mohanty GC, Rajya BS. Growth and morphological characteristics of canine venereal
tumor cells in vitro. Vet Pathol. 1977; 14(4): 420-5.

Molina AL, Tobo PR. Uso das técnicas de biologia molecular para diagndstico. Einstein.
2004; 2(2): 139-42.

Mukaratirwa S, Gruys E. Canine transmissible venereal tumour: cytogenetic origin,
immunophenotype, and immunobiology. A review. Vet Q. 2003; 25(3): 101-11.

Murgia C, Pritchard JK, Kim SY, Fassati A, Weiss RA. Clonal origin and evolution of a
transmissible cancer. Cell. 2006; 126(3): 477-87.

Nak D, Nak Y, Cangul IT, Tuna B. A clinico-pathological study on the effect of
vincristine on transmissible venereal tumour in dogs. J Vet Med. 2005; 52: 366-70.
Nielsen SW, Kennedy PC. Tumors of the genital systems. In: Moulton JE, editor. Tumor
in domestic animals. 3" ed. Berkeley: University of California Press; 1990. p.479-517.
Ojopi EP, Dias Neto E. Genomica e Oncologia. In: Mir, L. Gendmica. led. Sao Paulo:
Atheneu, 2004.p.363-387.

Ozkara SK, Ustun MO, Paksoy N. The gray zone in breast fine needle aspiration
cytology: how to report on it? Acta Cytol. 2002; 46: 513-8.

Papanicolaou, G.N. Papanicolaou staining method. Science. 1932; 95: 438-9.

Papazoglou LG, Koutinas AF, Plevraki AG, Tontis D. Primary intranasal transmissible
venereal tumour in the dog: a retrospective study of six spontaneous cases. J Vet Med A
Physiol Pathol Clin Med. 2001; 48(7): 391-400.

Pereira JS, Silva AB, Martins AL, Ferreira AM, Brooks DE. Immunohistochemical
characterization of intraocular metastasis of a canine transmissible venereal tumor. Vet
Ophthalmol. 2000; 3(1): 43-7.

Raskin ER, Meyer DJ. Atlas de citologia de cdes e gatos. 1* ed. Sdo Paulo: Editora Roca;
2003. p.3- 10.

.Raskin RE, Rebar AH. Cytology of Internal Organs. In: 31 World Small Animal

Veterinary Association Congress; 2006; Prague: Proceedings of World Small Animal

Veterinary Association Congress; 2006. Available from:

33



53.

54.

55.

56.
57.

58.

59.

60.

61.

62.

http://www.ivis.org/proceedings/wsava/2006/lecture23/Raskin3.pdf?LA=1

Rivera B, Ahrar K, Kangasniemi MM, Hazle JD, Price RE. Canine Transmissible
Venereal Tumor: A Large Animal Transplantable Tumor Model. Comp Med. 2005; 55(4):
335-43.

Rocha NS. Citologia aspirativa por agulha fina em medicina veterinaria (I). Caes e gatos.
1998; 75: 15-6.

Rocha NS. Citologia aspirativa por agulha fina em medicina veterinaria (II). Caes e gatos.
1998; 75: 15-6.

Rogers KS. Transmissible venereal tumour. Compend Contin Educ. 1997; 19(9): 1036-45.
Ruggiero, RA; Bustuoabad, OD The biological sense of cancer: a hypothesis. Theoretical
Biology and Medical Modelling, 3:43, p.1-14, 2006.

Silva NP, Andrade LEC. Nog¢des bésicas de biologia molecular. Rev Bras Reumatol.
2001; 41: 83-94.

Sobral RA, Tinucci-Costa M, Camacho A. Ocorréncia do tumor venéreo transmissivel em
caes na regido de Jaboticabal. Ars Vet. 1998; 14(1): 1-10.

Varaschin MS, Wouters F, Bernins VMO, Soares TMP, Tokura VN, Dias MPLL. Tumor
venéreo transmissivel canino na regido de Alfenas, Minas Gerais; formas de apresentagao,
clinico-patologicas. Clinica Veterinaria. 2001; 6(32): 332-8.

Vermooten MI. Canine transmissible venereal tumour (TVT): A review. J S Afr Vet
Assoc. 1987; 58(3): 147-50.

Vonholdt BM, Ostrander EA. The singular history of a Canine Transmissible Tumor, Cell.
2006; 126(3): 445-7.

34



TUMOR VENEREO TRANSMISSIVEL ESPONTANEO CANINO: A INSERCAO DO
TRANSPOSON LINE-1 NO GENE C-MYC E OS CRITERIOS DE MALIGNIDADE.

Figura 1. Tumor venéreo transmissivel espontineo canino. Observa-se morfologia ovoide, citoplasma
abundante e nucleo localizado excentricamente caracteristico do grupo plasmocitdide - Giemsa.

Figura 2. Tumor venéreo transmissivel espontidneo canino. Observa-se morfologia arredondada, vacuolos
que acompanham a periferia da célula e nucleo central caracteristico do grupo linfocitéide - Giemsa.
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TUMOR VENEREO TRANSMISSIVEL ESPONTANEO CANINO: A INSERCAO DO
TRANSPOSON LINE-1 NO GENE C-MYC E OS CRITERIOS DE MALIGNIDADE.

—

Figura 3. Expressio dos critérios de malignidade nas células do TVT. Cao. Esfoliagdo. Ranhura nuclear e
espessamento da membrana nuclear; brotamento nuclear (seta); nucléolo angular; padrio grosseiro da
cromatina nuclear com grau moderado de anisocitose e anisocariose — (Objetiva 40x 2,5 - barra: 10um).

A

Figura 4. Expressdo dos critérios de malignidade nas células do TVT. Cao. Esfoliagdo. Ranhura nuclear
(seta) e espessamento da membrana nuclear; nucléolo angular; padrdo grosseiro da cromatina nuclear com
grau moderado de anisocitose e anisocariose — (Objetiva 40x 2,5 - barra: 10um). Papanicolaou.
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TUMOR VENEREO TRANSMISSIVEL ESPONTANEO CANINO: A INSERCAO DO
TRANSPOSON LINE-1 NO GENE C-MYC E OS CRITERIOS DE MALIGNIDADE.

A

Figura 5. TVT espontineo canino na cornea. Cao, SRD, fémea, 5 anos. Localizagdo apenas extragenital.
Lesdo de aspecto nodular, liso e esbranquigado. O diagnostico citologico foi classificado como
morfologia plasmocitoide. (A).

B

Figura 6. TVT espontineo canino cutdneo no mesmo animal da figura 5. Massas lobuladas réseas de
tamanhos diferentes. O diagnostico citoldgico foi classificado como morfologia plasmocitoide. (B).
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TUMOR VENEREO TRANSMISSIVEL ESPONTANEO CANINO: A INSERCAO DO
TRANSPOSON LINE-1 NO GENE C-MYC E OS CRITERIOS DE MALIGNIDADE.

Figura 7. Reagdo da cadeia da polimerase. Sangue de cdes acometidos com TVT (Controle Positivo),
amplificando o rearranjo Line/MYC em 340 pb (3,5,7,9); controle interno da reagdo utilizando primers
HGBA (2,4,6,8); marcador de peso molecular (1)

Figura 8. Especificidade do rearranjo LINE/MYC nas células de TVT detectada pela Reagdo em Cadeia da
Polimerase. Eletroforese em gel de agarose a 1%: Coluna 1- marcador de peso molecular 100pb; Coluna 2:
controle negativo (sem DNA); Colunas 3 a 8: amostras de TVT amplificadas; Coluna 9: amostra de c@o
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TUMOR VENEREO TRANSMISSIVEL ESPONTANEQ CANINO: A INSERCAO DO
TRANSPOSON LINE-1 NO GENE C-MYC E OS CRITERIOS DE MALIGNIDADE.

Figura 9. A relagdo entre as células do TVT de aspecto plasmocitdide e linfocitéide. Resultado do sequenciamento genético
de amostras de TVT em aparelho ABI Prism ™ 377 DNA sequencer (Perking-Elmer) para posterior alinhamento das
sequéncias observado na figura 10.
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Figura 10. A relagao entre as células do TVT de aspecto plasmocitoide e linfocitéide. A partir da figura 9, as sequencias geradas
foram alinhadas e analisadas utilizando os programas BioEditW versdo 7.0.4.1 e Clustal W Multiple Sequence Alignment
Program, v1.7 e confrontadas com as sequencias depositadas em bancos de dados mostrando identidade de 94 a 96% com o
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Consideragoes Finais

O presente estudo demonstra que as células de TVT exibem critérios citoldgicos
indicativos de malignidades. Isto sugere que as células do TVT, assim como as de
outras neoplasias exibem varia¢cdes importantes na forma e volume devido aos seus
constituintes, principalmente cromatina nuclear. E importante verificar que por
convencdo se diz que as células neopldsicas que demonstram esses critérios estdo na
fase progressiva, isto €, expressa fenotipicamente, caracteristica de instabilidade do
genoma. Tais caracteristicas sdo conseqiiéncias de uma infinidade de alteracdes que
ocorrem nos genes responsaveis principalmente por fatores de crescimento. Que parece

ser fundamental para expansao clonal de células neoplasicas.

Estudos com células de TVT, inclusive o nosso detectaram o rearranjo LINE-
1/c-MYC nas células, sem distingdo, o que ndo foi observado nas células sanguineas de
caes sem o tumor. Autores defendem a teoria que a especificidade do rearranjo LINE-
1/c-MYC encontradas apenas nas células do TVT explica o aparecimento e a

manuten¢do desta neoplasia nos diferentes continentes do mundo por todo este tempo.

E importante ressaltar que somente este rearranjo seja responsavel por todas
essas alteracdes fenotipicas encontradas nos resultados de nosso trabalho, como as
atipias citologicas do tipo aumento no volume dos nucleos, hipercromasias, halo
perinuclear, ranhura, alteragdes da relagdo nucleo/citoplasma e o grau de atividade
mitdtica. Esses critérios foram adaptados dos ja estabelecidos para lesdes, isto €,

marcadores preditivos do comportamento bioldgico de neoplasias.

Portanto, julgamos relevante prosseguir nas investigagdes para melhor definir a
natureza bioldgica dessa neoplasia, compreender o porqué determinados cdes quando
desenvolve o TVT espontaneo e quando submetidos a quimioterapia, cujo objetivo ¢
eliminar o tumor e possiveis focos de metastases, por vezes, ndo ¢ alcancado.

E ja de antemao recomendar que se o profissional especialista no assunto for empregar o
exame citologico para o diagndstico de TVT que seja aplicado a coloragdo de
Papanicolaou para facilitar a identificar expressdo dos critérios de malignidade, para que

possa auxiliar na sessdo de quimioterapia.
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ANEXO A
TABELA DE CONTAGEM DE CELULAS TUMORAIS

Caso1 | 12 1amina | 22 lamina | Total | Caso9 | 12 |lamina | 22 |amina | Total
Plasmo 705 543 1248 | Plasmo 412 508 920
Linfo 210 64 274 Linfo 36 45 81
Caso2 | 12 1amina | 22 lamina | Total | Caso10 | 12 |amina | 22 |amina | Total
Plasmo 452 689 1141 | Plasmo 678 702 1380
Linfo 52 79 131 Linfo 3 11 14
Caso3 | 12 1amina | 22 lamina | Total | Caso11 | 12 |amina | 22 |amina | Total
Plasmo 502 289 791 | Plasmo 31 11 42
Linfo 56 101 157 Linfo 101 89 190
Caso4 | 12 1amina | 22 lamina | Total | Caso12 | 12 lamina | 22 |amina | Total
Plasmo 626 345 971 | Plasmo 10 13 23
Linfo 0 26 26 Linfo 79 102 181
Casob5 | 12 1amina | 22 lamina | Total | Caso13 | 12 lamina | 22 |amina | Total
Plasmo 718 709 1427 | Plasmo 234 307 541
Linfo 254 89 343 Linfo 27 12 39
Caso6 | 12 lamina | 22 lamina | Total | Caso14 | 12 lamina | 22 Iamina | Total
Plasmo 435 254 689 | Plasmo 541 308 849
Linfo 382 531 913 Linfo 5 11 16
Caso7 | 12 léamina | 22 lamina | Total | Caso15 | 12 lamina | 22 lamina | Total
Plasmo 68 88 156 | Plasmo 33 12 45
Linfo 245 279 524 Linfo 123 232 355
Caso8 | 12 lamina | 22 lamina | Total | Caso16 | 12 lamina | 22 lamina | Total
Plasmo 491 554 1045 | Plasmo 641 X 641
Linfo 162 61 223 Linfo 92 X 92
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ANEXO A (CONT.)

TABELA DE CONTAGEM DE CELULAS TUMORAIS

Caso17 | 12 ldmina | 22 |amina | Total | Caso25 | 12 lamina | 22 lamina | Total
Plasmo 589 755 1344 | Plasmo 497 503 1000
Linfo 98 83 181 Linfo 121 79 200
Caso18 | 12 lamina | 22 |amina | Total | Caso26 | 12 lamina | 2% lamina | Total
Plasmo 574 378 952 | Plasmo 152 X 152
Linfo 25 18 43 Linfo 7 X 7
Caso19 | 12 lamina | 22 |amina | Total | Caso27 | 12 |lamina | 2% lamina | Total
Plasmo 669 563 1232 | Plasmo 421 557 978
Linfo 47 38 85 Linfo 12 7 19
Caso20 | 12 ldmina | 22 |amina | Total | Caso28 | 12 lamina | 2% lamina | Total
Plasmo 887 446 1333 | Plasmo 815 765 1580
Linfo 66 53 119 Linfo 36 27 63
Caso21 | 12 lamina | 2% |amina | Total | Caso29 | 12 |amina | 2% lamina | Total
Plasmo 734 602 1336 | Plasmo 755 578 1333
Linfo 34 40 74 Linfo 9 3 12
Caso22 | 12 1amina | 2% lamina | Total | Caso30 | 12 [damina | 22 lamina | Total
Plasmo 533 664 1197 | Plasmo 404 620 1024
Linfo 22 7 29 Linfo 17 46 63
Caso23 | 12 1amina | 22 lamina | Total | Caso31 | 12 [dmina | 22 lamina | Total
Plasmo 269 251 520 | Plasmo 277 244 521
Linfo 3 28 31 Linfo 16 31 47
Caso24 | 12 lamina | 22 lamina | Total | Caso32 | 12 [damina | 2% lamina | Total
Plasmo 388 414 802 | Plasmo 536 331 867
Linfo 310 274 584 Linfo 34 14 48
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ANEXO A (CONT.)
TABELA DE CONTAGEM DE CELULAS TUMORAIS

Caso33 | 12 lamina | 2% lamina | Total
Plasmo 187 117 304
Linfo 3 11 14
Caso34 | 12 lamina | 2% ldamina | Total
Plasmo 198 99 297
Linfo 27 19 46
Caso35 | 12 lamina | 2% lamina | Total

Plasmo 0 3 3
Linfo 297 365 662
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ANEXO B

FICHA DE OBSERVAGAO DOS CRITERIOS DE MALIGNIDADE

CASO

Grupo Citomorfolégico

Critérios de Malignidade

Critérios de Malignidade

Comuns Presentes | Ausentes Raros Presentes | Ausentes
Anisocitose Canibalismo
Anisocariose Brotamentos
Cromatina Fissura Nuclear
Células Nuas Mastocitos
Binucleagcao Nucl Riniformes
Multinucleacéo Cels. Girino
Mitoses Espes.mem.citop.
Tipicas
Mitoses Espes.mem.nuclear
anormais

Outros critérios observados:
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ANEXO C
NORMAS DA REVISTA PORTUGUESA DE CIENCIAS VETERINARIAS

Informagoées aos autores

A Revista Portuguesa de Ciéncias Veterinarias (RPCV) publica memodrias
cientificas originais, artigos de revisdo, casos clinicos e notas técnicas,
considerados relevantes para as ciéncias veterinarias. Os artigos devem ser
escritos em portugués ou inglés e enviados a Sociedade Portuguesa de
Ciéncias Veterinarias, acompanhados de uma carta/mensagem a solicitar que
o artigo seja considerado para publicagcdo nesta revista, indicando o tipo de
trabalho.

A submissdo pressupde que sdo cumpridas as condigbes de publicagao
exigidas pela RPCV,nomeadamente o trabalho ndo ter sido publicado nem
estar submetido a outra revista, a sua submissao ter a concordancia de todos
os autores assim como a aceitagao de que a Sociedade Portuguesa de iéncias
Veterinarias passara a deter direitos de autor sobre os trabalhos publicados.

De cada artigo devem ser enviados um original impresso em papel branco de
formato A4, sbnuma das faces e um ficheiro informatico em Word em suporte
fisico ou por correio electronico até um maximo de 2 Mb.

Formatagao do artigo

. margens: 2,5 cm (todas)

. espagos: 1,5

. tipo de letra Times New Roman 12

. tabulacao no inicio de paragrafos: 0,5 cm

. a formatagdo do texto deve ser reduzida ao minimo indispensavel. Deve
evitar-se o uso de marcas e numeros (“bullets and numbering”). Deve evitar-se
também o uso de fontes em italico (reservada para os nomes em latim) ou a
cheio (“bold”) (reservada para os titulos e subtitulos)

. as paginas devem ser numeradas no canto inferior direito

. as linhas ndo devem ser numeradas.

Conteudo do artigo

A primeira pagina deve conter:

. 0 titulo do artigo em portugués e inglés (o primeiro na lingua de apresentacao
do artigo),
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. 0 nome dos autores [primeiro nome por extenso, seguido de iniciais caso se
aplique (separadas por pontos e sem espacos) e apelido(s)]; os nomes dos
autores devem ser separados por virgulas,

. afiliagcdo dos autores. Quando se refira mais do que uma instituicdo devem ser
utilizados os numerais em 1, 2, 3, 4, etc., a seguir ao nome de cada autor para
o fazer corresponder a cada uma das instituicdes listadas. Quaisquer outros
simbolos poderao ser utilizados para informacéo adicional, como por exemplo a
morada institucional a data da publicagdo de um autor que ja n&o desenvolva a

sua actividade na instituicdo onde o trabalho foi realizado.

. sempre que haja mais do que um autor, deve ser identificado o autor para
quem a correspondéncia referente ao artigo deve ser enderegcada com * a
seguir ao nome, do qual se deve indicar o endere¢o de correio electronico e os
numeros de telefone e fax.

Seguem-se os resumos em portugués (“Resumo:”) e inglés (“Summary:”) que
nao devem exceder 250 palavras cada. Tendo os resumos uma vida
independente do artigo, normalmente com uma difusdo mais alargada, devem
por si elucidar o leitor sobre enquadramento do estudo, metodologia utilizada,
principais resultados e conclusdes.

As memodrias cientificas originais podem ser apresentadas como artigos em
format convencional, estruturados em “Introducéo”, “Material e métodos”,
“Resultados”, “Discussio” e, opcionalmente, “Agradecimentos”.
Alternativamente, as memodrias cientificas originais podem ser apresentadas
sob a forma de comunicacbes breves e, neste caso, a divisdo em secgbes é
dispensavel. Os outros tipos de artigo devem ser estruturados de acordo com a
conveniéncia da exposigao.

As referéncias bibliograficas no texto devem ser citadas indicando o nome do
autor, sem iniciais, seguido do ano de publicagdo. Por exemplo: (Taylor, 1980)
ou Taylor (1980). Se a publicagéo tiver dois autores devem indicar-se o nome
dos dois autores. Por exemplo: (Taylor e Burns, 1974) ou Taylor e Burns
(1974). Se tiver mais de dois autores deve indicar-se 0 nome do primeiro autor
seguido de et al. antes da indicagdo do ano de publicagdo. Por exemplo:
(Taylor et al., 1981) ou Taylor et al. (1981). A citacdo de varios artigos a
propésito de uma afirmacéo, deve ser feita por ordem cronolégica, por exemplo
(Taylor e Burns, 1974; Taylor et al., 1981) e dentro desta por ordem alfabética.

Na secgado “Bibliografia” deve constar todos e apenas os trabalhos citados,
listados por ordem alfabética onomastica. No caso de publicagbes periddicas
devem indicar-se nome dos autores, ano de publicagéo, titulo completo do

55



trabalho, nome da publicagdo, volume, primeira e ultima paginas. Siga os
pontos, virgulas e formatagcéo dos exemplos que se seguem:

Barata GN e Calheiros FC (1981). Eficiéncia na produgdo de carne ovina -
estudo dos seus parametros genéticos. Revista Portuguesa de Ciéncias
Veterinarias, 79: 91-108.

Burkgren T, Vogel L (2006). Stakeholder position paper: Food animal
veterinarian. Prev Vet Med, 73(2-3): 177-179.

No caso de se tratar de livros ou secgdes de livros, devem indicar-se nome dos
autores, ano de publicagdo, titulo do capitulo ou sec¢ao do livro se se aplicar,
titulo do livro em italico, nome dos editores, n° da edicdo se nao for a primeira,
editora, primeira e ultima paginas. Por exemplo:

Armitage P e Berry G (1987). Statistical methods in medical research. Blackwell
Scientific Publications (Oxford).

O'Brien M e Gottlieb LS (1979). The liver and biliary tract. In: Pathologic basis of
disease, 2% edigdo. Editores: SL Robbins e RS Cotran. W.B. Saunders
Company (Filadélfia, Londres, Toronto),1009-1091.

Quando forem citados diversos trabalhos de um mesmo autor devem aparecer
primeiro os trabalhos em que ele € o unico autor, depois os trabalhos em que
haja um segundo autor, listados por ordem alfabética deste segundo autor, e
por fim os trabalhos em que haja mais co-autores. Dentro de cada um destes
grupos os trabalhos devem ser ordenados cronologicamente e quando haja
necessidade, a seguir ao ano de publicacdo, indicar-se-a a, b, etc. (por
exemplo: 1981a, 1981b, etc.)

Em todos os trabalhos, independentemente da matéria versada e da forma de
apresentacdo, devem usar-se as grandezas e unidades do Sistema
Internacional de Unidades (Sl) e os prefixos Sl para indicar os seus multiplos e
submultiplos decimais. O sinal decimal deve ser a virgula e apenas nos textos
em inglés, o ponto. Deve deixar-se um espacgo entre o numero e a unidade (por
exemplo: 2,3 g e ndo 2,3g; 37 °C e ndo 370C).

As abreviaturas devem ser apresentadas por extenso da primeira vez que
aparecem no texto salvo se se tratar de abreviaturas que sejam partilhadas
pela generalidade da comunidade cientifica veterinaria.

Nao ha limites rigorosos de tamanho para os artigos a publicar mas os textos
devem ser concisos e como indicador estabelece-se como limite maximo 7000
palavras para os artigos de revisao, 5000 palavras para memdrias cientificas
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originais em formato convencional, 3000 palavras para as comunicag¢des
breves e 1500 palavras para as notas técnicas.

As figuras, graficos e tabelas devem ser integradas no texto e ndo devem
exceder 8 nas memoarias cientificas originais em formato convencional, 4 nas
comunicacdes breves e 2 nas notas técnicas. S6 quando o teor do artigo e a
clareza da exposi¢do manifestamente o exigirem se aceitardo manuscritos que
excedam estes limites. As fotografias devem ser enviada ndo s6 no texto como
também em ficheiro separado de formato apropriado (.if, .jpeg).

Publicacao dos artigos

Os artigos submetidos s&o apenas considerados como submetidos apés
verificagdo do cumprimento das regras acima descritas. Uma vez submetidos,
sdo confidenciais até a sua publicacdo. Todos os trabalhos s&o apreciados por
dois revisores a quem a comissao editorial reconheca mérito na matéria
versada. O conteudo das revisdes sera transmitido aos autores. Em caso de
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TUMOR VENEREO TRANSMISSIVEL
ESPONTANEO CANINO: A INSERCAO DO
TRANSPOSON LINE-1 NO GENE C-MYC E 0S
CRITERIOS DE MALIGNIDADE.

RESUMO

O Tumor Venéreo Transmissivel (TVT) ¢ a segunda
neoplasia mais frequentemente diagnosticada em caes
no Servigo de Patologia de Botucatu. Este trabalho
teve por objetivo identificar os  critérios
citopatoldgicos de malignidade pela técnica de
Papanicolaou e detectar nas células do TVT
espontaneo canino o elemento de transposicdo LINE-
1 inserido no gene c-MYC como alteragdo genética
especifica por meio da Reacdo em Cadeia da
Polimerase (PCR) e do sequenciamento genético nos
grupos linfocitéide e plasmocitdide verificando se ha
diferenga entre os achados morfologicos e
moleculares. Para tal, foram utilizados 35 animais
sendo 77% sem raga definida (SRD) que
apresentavam TVT localizado, na maioria dos casos,
nos orgdo genitais. Com a coloragio de Papanicolaou,
os critérios de malignidade nucleares comuns para
ambos os grupos observados foram, espessamento da
membrana nuclear, ranhura nuclear, nucléolo angular
e halo perinucleolar. A regido amplificada
correspondente ao rearranjo apresentou um produto
de 340pb em 100% das amostras analisadas. O
sequenciamento genético confirmou a presenga do
rearranjo LINE-1/c-MYC e o grau de identidade entre
as sequencias obtidas e as ja depositadas em banco de
dados (GenBank) variou de 94 a 96%. Concluiu-se
que o emprego da coloracdo com Papanicolaou
constituiu grande contribuicdo ndo apenas para o
diagnostico citoldégico do TVT, como também, uma
ferramenta valiosa para evidenciag@o de critérios de

malignidade que normalmente nio sdo visualizados



quando se utiliza corantes tipo Romanowsky e que a
especificidade da alteragdo genética LINE-1/c-MYC
em relagdo ao TVT ¢ indiscutivel quanto a sua
monoclonalidade. Em futuras investigagdes, este
estudo poderd servir de esteio para correlacionar
morfologia, critérios de malignidade e estudos

moleculares ainda ndo realizados em conjunto para o

TVT.

Palavras-Chave: cio — TVT - citologia — ¢-MYC —
LINE-1

TUMOR TRANSMISSIBLE VENEREAL
DISEASE SPONTANEOUS CANINE: THE
INSERTION OF TRANSPOSON LINE-1 IN
GENE C-MYC AND THE CRITERIA OF
MALIGNANCY.

SUMMARY

The Tumor Transmissible Venereal disease (TVT) is
the second neoplasia more frequent diagnosed in dogs
in the Service of Pathology of Botucatu. This work
had for objective to identify the cytophatologics
criteria of malignance for the technique of
Papanicolaou and to detect in the cells of the canine
spontaneous TVT the element of inserted
transposition LINE-1 in the gene c-MYC as specific
genetic alteration by means of the Reaction in Chain
of Polimerase (PCR) and the genetic sequencing in
the groups linfocitdide and plasmocitdide verifying if
it has difference between the morphologic and
molecular findings. For such, 35 animals being 77%
without definite race had been used (SRD) that they
presented located TVT, in the majority of the cases,
in the agency genital. With the Papanicolaou stain,
the common nuclear criteria of malignance for both
the observed groups had been, thicking of the nuclear
membrane, angular nuclear groove, nucleoli and
haloperinucleoli. The region amplified corresponding
to the rearrangement presented a product of 340pb in
100% of the analyzed samples. The genetic
sequencing confirmed the presence of the LINE-1/c-
MYC rearrangement and the degree of identity

between the gotten sequences and already deposited

59

in data base (GenBank) varied of 94 96%. It was
concluded that the job of the Papanicolaou staining
not only constituted great contribution for the
cytological diagnosis of the TVT, as well as, a
valuable tool for evidencion of malignance criteria
that are normally not visualized when Romanowsky
type is used stains and that the specific of the genetic
alteration LINE-1/c-MYC in relation to the TVT is
unquestionable how much its monoclonal. In future
inquiries, this study it will be able to serve to
correlate morphology, criteria of malignance and
molecular studies not yet carried through in set for

the TVT.

Keywords: dog — TVT - cytology — ¢-MYC — LINE-
1

TUMOR VENEREO TRANSMISSIVEL
ESPONTANEO CANINO: A INSERCAO DO
TRANSPOSON LINE-1 NO GENE C-MYC E OS
CRITERIOS DE MALIGNIDADE.

INTRODUCAO

O Tumor Venéreo Transmissivel (TVT) é a

segunda neoplasia mais frequentemente
diagnosticada em cdes no Hospital Veterinario de
Botucatu, Sdo Paulo, perdendo apenas para os
tumores de mama em cadelas (Hataka, 2003; Amaral,
2004).

As células do TVT canino espontaneo se
implantam e se desenvolvem na mucosa da genitalia
e em outras mucosas, pela quebra de suas
integridades (Nielsen ¢ Kennedy, 1990; Harmelin et
al., 2001; Papazoglou et al., 2001; Rivera et al,
2005).

A avaliagdo citologica tornou-se uma
técnica diagnéstica extremamente Util para a
confirmagdo das suspeitas de TVT, ndo s6 pela sua
eficcia que varia de 90 a 96%, mas também por ser
simples, barata, de facil aplica¢do na rotina, causando
menos distor¢do da morfologia celular (Miller et al.,
1990; Kroger et al., 1991; Rocha, 1998; Ertinal-Maral
et al., 2000; Cowell e Tyler, 2008).

Encontram-se na literatura trabalhos que
mostram diferentes formas quanto a expressdo
influenciando o

morfoldgica comportamento



bioldgico do tumor (Mohanty e Rajya, 1977; Rogers
et al.,, 1998; Varaschin et al., 2001) e para isto sdo
preconizados critérios de malignidade comuns e
menos frequentes em neoplasias. Os critérios de
malignidade gerais incluem hipercelularidade,
anisocitose e pleomorfismo. Quanto aos critérios
nucleares cita-se macrocariose, aumento da relacdo
nucleo:citoplasma, anisocariose, —multinucleagio,
mitoses anormais, padrdo de cromatina, amoldamento
outros. Para os critérios

nuclear, dentre

citoplasmaticos, vacuolizagdo citoplasmatica,

espessamento da membrana e basofilia (Raskin e
Meyer, 2003; Cowell e Tyler, 2008). Hoje se tem
existéncia de dois

conhecimento da grupos

morfoldgicos  denominados

linfocitéide (Amaral, 2005).

plasmocitéide e

Para o diagndstico e evidenciagdo de
critérios de malignidade trabalhos indicam que
corantes do tipo Romanowsky (Giemsa) sdo mais
adequados pelas reagdes quimicas que produzem nas
células quando dissolvidos em dalcool metilico
(Cowell e Tyler, 2008; Magalhdes et al., 2001;
Meuten, 2008).

Em contrapartida, a coloragdo de
Papanicolaou ¢ extremamente valiosa porque acentua
grandes variagdes quanto a morfologia celular, os
varios graus de maturidade celular e a atividade
metabdlica das células. As principais vantagens desta
coloragdo sdo a defini¢cdo detalhada dos critérios
nucleares, transparéncia citoplasmatica e
diferenciagdo celular eficaz para evidenciar tais
alteracdes nas células neoplasicas (Papanicolaou,
1932; Jorundsson et al., 1999; Magalhdes et al.,
2001;Cowell e Tyler, 2008; Meuten, 2008).

O TVT difere de células somaticas do céo e
se caracteriza por ser uma das neoplasias mais antigas
e em continua propagagdo entre hospedeiros.
Acredita-se que tenha surgido entre 200 e 2.500 anos
atras. Apesar disso, sua origem permanece incerta
(Macewen, 2001; Catone et al., 2003; Dingli e
Nowak, 2006; Murgia et al., 2006; Vonholdt e
Ostrander, 2006).

O nimero somatico normal do cdo é de 78
todos os autossomos de

Cromossomaos, sendo

morfologia acrocéntrica. Nos estudos de citogenética
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classica, observa-se que as células do TVT exibem
entre 57 a 59 cromossomos, sendo varios deles de
morfologia submetacéntrica ou metacéntrica (Cohen,
1978; Cohen, 1985; Vermooten, 1987; Rogers, 1997;
Hasler e Weber, 2000; Macewen, 2001). Esses
rearranjos podem ser decorrentes de fusdes, sem que
haja perda ou ganho de material genético (Hahn,
1998). Esta é uma explicagdo para a diferenga no
numero de cromossomos da célula somatica normal
do cdo e a célula do TVT.

Dentre as alteragdes moleculares mais
frequentes encontradas no TVT destaca-se o rearranjo
do proto-oncogene c-MYC, resultante da inser¢do do
segmento de DNA repetitivo de 1,5 Kb pertencente a
familia dos elementos genéticos de transposigdo,
conhecidos como LINE (Long Interspersed Element)
(Katzir et al., 1987; Amariglio et al., 1991; Chu et al.,
2001; Choi et al., 2002).

Analises moleculares de TVT revelaram a
inser¢do destes segmentos nas mediagdes do proto-
oncogene c-MYC, ndo ocorrendo em células normais
de cdes (Katzir et al., 1985; Amariglio et al., 1991;
Choi et al., 1999; Chu et al., 2002). As aberragdes
cromossOmicas constantes e especificas do TVT,
como o rearranjo da seqiiéncia LINE-1/c-MYC, é
confirmando a sua
(Amariglio et al, 1991;
Mukaratirwa et al., 2003; Murgia et al., 2006;
Vonbholdt et al., 2006).

idéntica a esse tumor

monoclonalidade

Este trabalho teve por objetivo identificar
os critérios citopatologicos de malignidade pela
técnica de Papanicolaou e detectar nas células do
TVT espontineo canino o elemento de transposi¢do
LINE-1 inserido no gene ¢-MYC como alteragio
genética especifica por meio da PCR e do
sequenciamento genético nos grupos classificados

como linfocitéide e plasmocitdide verificando se ha

diferenca entre os achados morfologicos e
moleculares.
MATERIAL E METODOS

O trabalho foi aprovado pela Camara de

Etica em Experimentacdo Animal e com o

consentimento livre e esclarecido dos proprietarios,



foram utilizados 35 cédes sem restri¢do de sexo, raca
ou idade, provenientes do Hospital Veterinario,
FMVZ, Unesp, Campus de Botucatu, Brasil entre o
periodo de agosto de 2006 a outubro de 2008.

Estes animais tiveram o diagndstico
citopatoldgico para TVT e as amostras foram entdo
coletadas no ambulatério do Servigo de Cirurgia de
Pequenos Animais por meio de esfoliagdo com
escova cervical de Ayra utilizando a coloracdo de
Giemsa e processadas no Servigo de Patologia
Veterinaria da referida instituicdo. Desse material
escovado, foram utilizadas 6 laminas histologicas de
cada grupo citomorfoldgico fixadas imediatamente
em alcool etilico a 95% de cada amostra para serem
coradas com Papanicolaou e montadas em resina
Permount para evidenciacdo dos critérios de
malignidade nucleares.

A observagdo das laminas histologicas para
verificagdo da celularidade da amostra, padrdo de
coloragdo e distribui¢do das células foi feita
microscopio de luz polarizada modelo Axio Imager
A1l (Carl Zeiss, Alemanha).

Vale ressaltar que as amostras de TVT
apresentam ambos os componentes linfocitdides e
plasmocitoides. Desta forma, padronizou-se que o
TVT linfocitéide apresenta uma contagem de células
60%

acima de com morfologia arredondada,

citoplasma escasso e finamente granular, com
presenga de vacuolos que acompanham a periferia da
célula, nicleo central com cromatina grosseira e
presenga de um ou dois nucléolos evidentes. Para o
grupo plasmocitéide, o mesmo deve apresentar
contagem de células acima de 60% com morfologia

ovoide, citoplasma mais abundante (menor relago

nucleo:citoplasma), com  ntcleo  localizado
excentricamente.
Foram realizadas as contagens das

amostras, sendo duas ldminas para cada amostra por
meio do analisador de imagens com auxilio de
microscopio de luz polarizada modelo Axio Imager
Al (Carl Zeiss, Alemanha), onde eram contados 10
campos aleatorios sempre procurando escolher areas
onde as células se encontravam mais esparsas. Essas
células eram marcadas, processadas e digitalizadas

pelo programa computacional Axionvision Software
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Rel. versdo 4.3(Zeiss Vision, Alemanha) instalado na
aparelhagem perfazendo um total de 1.000 células
contadas para classificagdo nos grupos plasmocitdide
ou linfocitéide. Apds o término da contagem e
confirma¢do da classificagdo, essas laminas eram
novamente levadas ao microscopio oOptico de luz
polarizada modelo Axio Imager Al para observacio
dos critérios de malignidade mais significantes.
Levou-se em consideragdo tanto critérios gerais como
aqueles menos comuns.

A analise molecular procedeu-se no
Laboratério de Biologia Molecular do Instituto de
Biociéncias, Unesp, Campus de Botucatu.

As 35 amostras obtidas pela técnica
citologica de esfoliagdo, foram colocadas em solugio
tampdo fosfato salina (PBS) em criotubo e
armazenadas a -20 °C por 9 meses (Hirata et al.,
2006). Posteriormente, procedeu-se a extragdo do
DNA gendmico por meio do Kit Comercial Illustra™
Tissue & Cells GenomicPrep Mini Spin Kit de
acordo com as normas do fabricante.

Amostras de 3 mL de sangue total foram
colhidas utilizando-se tubo vacutainer (BD, EUA)
contendo 7,5 mg de EDTA de 3 cées clinicamente
sadios como controle negativo e 4 cies com TVT
para os controles positivos. Para a extragdo do DNA
gendmico, foi empregado o Kir Illustra Blood
GenomicPrep Mini Spin Kit, segundo normas do
fabricante.

Para a avaliagdo da integridade do DNA, as
amostras foram submetidas a eletroforese em gel de
agarose a 0,8%, coradas com brometo de etideo,
visualizadas e fotografadas sob luz ultravioleta no
aparelho de Eye 1I

fotodocumentagdo Eagle

Stratagene. A quantificagdo das amostras foi
determinada em espectrofotdmetro NanoDrop® ND -
1000 Spectrophotometer e a qualidade determinada
pela razdo das absorbancias de 260/280nm. Todas as
amostras de DNA foram diluidas para uma
concentragdo de 10 ng/pL.

Para detectar a presenga do marcador
LINE-1/c-MYC utilizou-se 0s
oligonucleotideos MYC.S

5’ATGCACCAAGATTTTCTTCACTGC 3’ (Chu et

molecular

al., 2001), especifico para o éxon 1 do gene MYC e



LINE.A

5'ATCCTAGAGAAGAACACAGGCAACAC 37
(Amariglio et al., 1991), especifico para o segmento
LINE-1. Como controle da reagdo de amplificacdo
oligonucleotideos HBGA.S
5'CGGTATTTGGAGGTCAGCAC 3" ¢ HBGA.A
5’CCCACCACCAAGACCTACTT 3" responsaveis

foram utilizados os

pela amplificagdo de um segmento de 480pb do gene
da hemoglobina humana (Venta et al., 1996).

Cada reagdo de PCR consistiu de um
volume final de 25 puL contendo 10 uM de cada
oligonucleotideo, 4 pL de PCR Master Mix
(Promega) e 6 pL de agua mili-Q autoclavada e
10ng/pL de DNA. As reagdes foram realizadas em
termociclador PTC-100™ mJ Research),
apresentando desnaturagdo inicial a 94 °C por 5
minutos, seguido de 35 ciclos com desnaturagdo a 94
°C por 1 minuto, hibridagdo a 64°C por 1 minuto e
extensdo a 72°C por 1 minuto, além de uma extensio
final a 72 °C por 5 minutos.

A andlise dos produtos de amplificag@o foi
realizada em gel de agarose a 1% corado com
brometo de etideo por um periodo de 1hSOm a
100volts. A visualizagdo dos produtos foi feita no
Sistema de fotodocumentagdo Eagle Eye II
Stratagene.

Para purificagdo do produto de PCR,
empregou-se o Kit comercial GFX™ PCR DNA and
Gel Band Purification (Amershan Bioscienses)
segundo normas do fabricante.

As amostras de DNA foram quantificadas
em espectrofotdmetro  NanoDrop® ND  -1000
Spectrophotometer. Do total de amplifica¢des, 3 ,
sendo 2 amostras do grupo plasmocitoéide e 1 do
grupo linfocitdide foram seqiienciadas no aparelho de
sequenciamento ABI Prism™ 377 DNA Sequencer
(Perking-Elmer). As sequencias geradas foram
alinhadas ¢ analisadas utilizando os programas
BioEditW versdo 7.0.4.1 e Clustal W Multiple

Sequence Alignment Program, v1.7.

RESULTADOS

A coloragio com Giemsa otimizou o

diagnéstico  citolégico tanto para 0s  grupos
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plasmocitéide (Figura 1) como linfocitéide (Figura
2). Os critérios mais comuns foram observados e

pode-se também observar alguns critérios de

malignidade nucleares que dificilmente seriam

visualizados com essa coloragdo (Figura 3).

Figura 1. Tumor Venéreo Transmissivel:
morfologia plasmocitoide - Giemsa.

Figura 2. Tumor Venéreo Transmissivel:
morfologia linfocitdide - Giemsa.

Figura 3. Critérios de Malignidade Cao. Esfoliagéo.
Ranhura nuclear e espessamento da membrana
nuclear; nucléolo angular; padrio grosseiro da
cromatina nuclear com grau moderado de anisocitose
e anisocariose — (Objetiva 40x 2,5 - barra: 10pum).
Giemsa



A coloragdo com Papanicolaou, no entanto,
evidenciou os critérios de malignidade nucleares com
grande riqueza de detalhes e observados em ambos os
grupos citomorfoldégicos como o espessamento da
membrana nuclear, ranhura nuclear, nucléolo angular

e halo perinucleolar (Figura 4).

Figura 4. Critérios de Malignidade Cao. Esfoliaggo.
Ranhura nuclear e espessamento da membrana
nuclear; nucléolo angular; padrio grosseiro da
cromatina nuclear com grau moderado de anisocitose
e anisocariose — (Objetiva 40x 2,5 - barra: 10pm).
Papanicolaou.

Neste estudo, procurou-se também observar
a respeito de dados dos animais quanto a incidéncia
de raga, sexo, idade, localizag@o e tempo de evolugio
independente dos grupos citomorfologicos quando
estas informagdes estavam disponiveis pelas fichas
do prontuario ou por meio de informagdes obtidas do
proprio proprietario. Pode-se constatar que em
relagdo a raca, dos 35 animais estudados, 27 animais
eram SRD perfazendo um total de 77%. O restante
(23%) eram das mais variadas ragas como Cocker
(01), Poodle (01), Border Collie (01), Fox Paulistinha
(01), Fila Brasileiro (01) e Pastor Belga (01). Quanto
ao sexo, 21 animais eram machos e 14 eram fémeas.
A idade dos animais variou entre 2 a 14 anos.

A localizagdo do tumor predominante em
machos foi encontrada na base do pénis, bulbo
peniano, prepucio e glande. Nas fémeas, o assoalho

vaginal foi a area mais freqiiente, embora houvessem
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quatro casos onde o TVT foi diagnosticado em sua

forma extragenital (Figuras 5 e 6).

Figura 5. Localizagdes extragenitais do TVT.

Nddulo liso esbranquigado na cornea (A).

Figura 6. Localizagdes extragenitais do TVT.
Massas lobuladas réseas dE tamanhos diferentes
em regido inguinal (B).

Quanto ao tempo de evolugdo, a dificuldade
em se obter informagdes dos proprietarios dificultou
uma analise mais precisa na inten¢éo de aliar tempo
de evolugdo outros clinico-

com aspectos

epidemiologicos. Mesmo  assim, conseguiu-se
constatar que dos 35 animais estudados, vinte animais
(57%) tinham livre acesso a rua, um animal adquiriu
a doenga apds o cruzamento ¢ um animal vivia em
area rural (sitio) com uma grande quantidade de caes.
Pode-se obter algumas informagdes quanto ao tempo
de evolugdo de alguns animais onde sete animais
apresentaram evolugcdo de trés meses, um animal
apresentou evolugdo de 6 meses e dos outros vinte e
dois animais ndo foi possivel obter tal informagéo
visto que alguns proprietarios recolheram tais animais
narua.

Quanto a reagdo da PCR, nd3o houve
amplificagdo do fragmento de 340 pb em nenhuma
amostra de sangue de animais clinicamente sadios
(controle negativo) mas houve a amplificagdo nos
(Figura 7). Os fragmentos

controles positivos



amplificados das amostras de TVT apresentaram
aproximadamente 480pb e 340pb referentes ao gene
de hemoglobina humana e a regido alvo LINE-1/c-
MYC, respectivamente (Figura 8). O sequenciamento
genético das amostras confirmou a presenga do
rearranjo LINE-1/c-MYC nos animais com TVT fato
comprovado pelo alinhamento das sequencias obtidas
com as ja depositadas em banco de dados mostrando
um grau de identidade de 94 a 96%. Nao foi
detectada nenhuma outra alteragdo genética entre os

grupos citomorfoldgicos.

Figura 7. Sangue de cies acometidos com
TVT (Controle Positivo), amplificando o
rearranjo Line/MYC em 340 pb (3,5,7,9);
controle interno da reacdo utilizando primers
HGBA (2,4,6,8); marcador de peso molecular

(M.

Figura 8. Resultado da eletroforese em gel de
agarose a 1%: Coluna 1- marcador de peso molecular
100pb; Coluna 2: controle negativo (sem DNA);
Colunas 3 a 8: amostras de TVT amplificadas;
Coluna 9: amostra de c@o sadio.

DISCUSSAO

O presente estudo demonstra que as células
de TVT exibem critérios citoldgicos indicativos de
malignidades. Isto sugere que as células do TVT,

assim como as de outras neoplasias exibem variagdes
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importantes na forma e volume devido aos seus
constituintes, principalmente cromatina nuclear. E
importante verificar que por convengdo se diz que as
células neoplasicas que demonstram esses critérios
estdo na fase progressiva, isto ¢, expressa
fenotipicamente, caracteristica de instabilidade do
genoma. Tais caracteristicas sdo conseqiiéncias de
uma infinidade de alteragdes que ocorrem nos genes
responsaveis fatores de

principalmente  por

crescimento. Que parece ser fundamental para
expansdo clonal de células neoplasicas (Lopes et al.,
2002; Ruggiero ¢ Bustudabad, 2006; Ojopi e Neto,
2004; Meuten, 2008).

Neste estudo, os critérios de malignidade
gerais ndo fugiram do que ¢ preconizado pela
literatura (Mitre et al., 1997; Meinkoth e Cowell,
2002). A anisocariose ¢ anisocitose marcante no TVT
plasmocitéide e discreta a moderada no TVT
linfocitoide (Albanese et al., 2002; Amaral, 2005). A
hipercelularidade, a variagdo dos padrdes de
cromatina, nucléolos unicos e multiplos, ranhura
nuclear também foram descritos pela literatura
(Raskin e Rebar, 2006). A macrocariose também
muito encontrada nessas amostras denota um grau
significante de malignidade principalmente em
nacleos maiores que 10um (Meinkoth e Cowell,
2002).
muito

Algumas caracteristicas

frequentemente encontradas como, brotamentos

nucleares  responsaveis  pela  formagdo de
microntcleos (Bindu et al., 2003), espessamento da
membrana nuclear e frequentes em tumores da
tiredide em humanos (Mckinley, 2004) e a
irregularidade da vacuolizagdo citoplasmatica, as
vezes até ausente (Rogers, 1997) chamam atencgao,
pois entram em acordo com o que ja havia sido
proposto por literatura recente (Amaral, 2005).

A utilizagdo da  coloragdo  com
Papanicolaou foi de fundamental importincia para
evidenciagéio dos critérios nucleares que nem sempre
sdo visualizados pelos corantes de Romanowsky
(Giemsa), embora se constatasse alguns critérios
nucleares com essa coloragdo como, brotamentos
nucleares, espessamento da membrana e a ranhura

nuclear muito encontrada em tumores de mama



(Ozkara et al., 2002). Pode-se constatar variacdo na
quantidade de nucléolos evidentes de um grupo
citomorfolégico onde segundo pesquisadores, o
maior nimero de nucléolos indica a tendéncia a
tumores mais antigos (Rogers, 1997; Eriinal-Maral et
al., 2002; Meinkoth e Cowell, 2002, Amaral, 2005).

E importante frisar que sem o emprego
duas Giemsa e

associado  das coloragdes,

Papanicolaou, nfio  seriam  possiveis  tais

evidenciagdes dos critérios de malignidade
citoplasmaticos e nucleares discordando de alguns
pesquisadores que relatam que o Papanicolaou ndo se
constitui um método pratico para tal, pois, em alguns
casos ha o inconveniente de se encontrar areas onde
células ja se encontravam dessecadas (Magalhdes et
al., 2001). Fato este ndo constatado nesse estudo.
Outros pesquisadores recomendam a modificagdo do
protocolo desta coloragdo designada para a citologia
exfoliativa (Jorundsson et al., 1999).

Segundo pesquisas realizadas comparando
as colorag¢des do tipo Romanowsky e Papanicolaou, a
segunda foi considerada a coloracdo de escolha para a
citopatologia veterinaria embora a mesma prejudique
a avaliagdo de critérios de malignidade
citoplasmaticos ainda que o recomendado fosse a
associagdo de ambas as coloragdes (Jorundsson et al.,
1999).

Para a

classificacdo  dos  grupos

citomorfologicos foram utilizadas ndo s6 as
particularidades comuns a ambos os grupos como
também a padroniza¢do da contagem de células em
10 campos aleatdrios para verificagdo do tipo celular
predominante (Amaral, 2005). A possibilidade da
utilizagdo da técnica de microdissecgdo a laser para
separacdo de células e seu emprego na analise
molecular ndo pode ser empregada neste estudo visto
que ¢ uma técnica recente, minuciosa e ainda nio
utilizada para amostras citoldgicas, pois seu emprego
¢ mais frequentemente utilizado para amostras
histologicas como tecidos incluidos em parafina
inviabilizando o seu uso. Além disso, no Brasil ha
raros microscdpios para tal técnica que possui grande
potencial para diagndstico e investigagdo cientifica

(Ihlaseh et al., 2007).
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Foram avaliados 35 animais onde 21
animais eram machos ¢ 14 eram fémeas. Apesar do
maior numero de machos, a diferenga entre macho e
fémeas foi muito pequena corroborando com achados
da literatura ndo assumem clara

que uma

predisposicdo sexual visto que alguns autores
encontraram uma maioria absoluta em fémeas (Sobral
et al.,, 1998) e outros em machos (Varaschin et al.,
2001). Neste estudo, optou-se por concordar com o0s
demais  pesquisadores que negam  qualquer
preferéncia quanto ao sexo dos animais (Cohen,
1985; Das e Das, 2000). As idades variam entre 2 a
14 anos com uma frequéncia maior de cdes
acometidos com 4 anos de idade. Esses dados estdo
de acordo com o descrito na literatura onde animais
que apresentam intensa atividade sexual se encontram
na faixa etaria de trés a cinco anos (Sobral et al.,
1998; Das e Das, 2000; Amaral et al., 2004). Notou-
se realmente a queda na casuistica de animais
atingidos a partir dos 5 anos de idade.

Quanto a raca, podemos notar que dos 35
animais estudados, 27 animais (77%) eram SRD
concordando com os achados da literatura que
agrupam esses animais em uma populagéo tipica de
cées de rua ou por puro descaso do proprietario do
animal (Brandao et al., 2002; Amaral, 2005; Lefebvre
et al., 2007).

Quanto a localizagdo, o tumor foi detectado,
na maioria dos casos, nos Orgdos genitais,
correspondendo praticamente a maioria absoluta.
Apenas quatro casos foram reportados em sitios
extragenitais (um na regido anal, dois na regido
cutdnea e um caso na cornea). De fato, a localizagdo
genital foi mais frequente do que o acometimento
cutaneo ¢ nasal (Das e Das, 2000; Martins et al.,
2005; Duarte et al., 2006). Com relagdo aos machos,
os locais de maior predile¢do foram os mesmos
citados por outros autores (Nak et al., 2005) como a
base do pénis, bulbo peniano e glande assim como
nas fémeas o assoalho vaginal.

Quanto ao tempo de evolugdo, ndo foi
possivel uma coleta de dados devido a propria
desinformag¢@o do proprietario que recolheu tais
animais na rua. Apenas sete animais apresentaram

evolugdo de trés meses (90dias), cinco animais



apresentaram evolucdo de quatro a sete dias e um
animal apresentou evolu¢do de 6 meses. Segundo a
literatura, o crescimento tumoral aparece de 15 a 60
dias apds a implantacdo (Duarte et al., 2006). Ainda
existe uma grande dificuldade em inferir dados
quanto ao tempo de evolugdo dos casos de TVT
devido a falta de informagdo por parte dos
proprietarios.

As concentragdes de DNA obtidas variaram

de 39 a
absorbéncia de 260/280nm entre 1,8 a 2,0 indicando

131,8ng/pL apresentando reagdes de

assim a pureza das amostras. Os valores obtidos estdo
de acordo com os encontrado por autores que
trabalharam com TVT. Estes achados néo
comprometeram as aplicagdes para a PCR, pois, esta
técnica pode ser realizada com infimas quantidades
de DNA (Pereira et al. 2001) obtendo-se a
amplificagdo do rearranjo LINE-1/c-MYC (Chu et
al., 2001; Choi et al., 2002).

A reagdo de PCR constituiu um método de
facil execugdo, simples e rapido e de extrema
sensibilidade para a detec¢cdo do rearranjo (Ceccato-
Antonini et al., 2004; Silva e Andrade, 2001; Molina
¢ Tobo, 2004).

A detec¢do do rearranjo LINE-1/c-MYC
amplificou um fragmento de 340pb, diferente de
outros trabalhos (Choi et al., 1999;Chu et al., 2001)
que obtiveram um fragmento de 550pb. Esse fato
pode ser explicado devido a amplificacdo de
diferentes segmentos do gene c-MYC contendo a
inser¢do LINE.

Estudos com células de TVT, inclusive o
nosso detectaram o rearranjo LINE-1/c-MYC nas
células, sem distingdo, o que ndo foi observado nas
células sanguineas de cdes sem o tumor. Autores
defendem a teoria que a especificidade do rearranjo
LINE-1/c-MYC encontradas apenas nas células do
TVT explica o aparecimento e a manutengdo desta
neoplasia nos diferentes continentes do mundo por
todo este tempo (Murgia et al., 2006; Vonholdt et al.,
2006).

Apds o sequenciamento do produto da
PCR, constatou-se ser a regido amplificada
realmente, parte do rearranjo LINE-1/c-MYC, por

meio de buscas em banco de dados (GenBank)
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(Katzir et al., 1985; Amariglio et al., 1991; Choi et
al., 1999; Choi et al., 2002; Liao et al., 2003; Murgia
et al., 2000).

Os resultados apresentados nesse trabalho
estio de acordo com dados da literatura que
utilizaram nd3o s6 a PCR como teste padrio, mas
também outros métodos moleculares constando a
auséncia do rearranjo LINE-1/c-MYC em outros
tumores (Chu et al., 2001) e sua especificidade para o
TVT. Estudos com células de TVT, inclusive o nosso
detectaram o rearranjo LINE-1/c-MYC nas células,
sem distin¢do, o que ndo foi observado nas células
sanguineas de cdes sem o tumor. Autores defendem a
teoria que a especificidade do rearranjo LINE-1/c-
MYC encontradas apenas nas células do TVT explica
o aparecimento e a manutencdo desta neoplasia nos
diferentes continentes do mundo por todo este tempo
(Katzir et al., 1985; Amariglio et al., 1991; Choi et
al., 1999; Choi et al., 2002; Liao et al., 2003).

No entanto, estes mesmos autores relatam a
necessidade de mais estudos para saber qual o
verdadeiro papel dessa alteragdo genética no TVT, o
mecanismo de transposi¢do envolvido e a sua
participacdo nesta neoplasia.

E importante ressaltar que somente este
rearranjo seja responsavel por todas essas alteragdes
fenotipicas encontradas nos resultados de nosso
trabalho, como as atipias citologicas do tipo aumento
no volume dos halo

nucleos, hipercromasias,

perinuclear, ranhura, alteragdes da relacdo
nucleo/citoplasma e o grau de atividade mitotica.
Esses critérios foram adaptados dos ja estabelecidos
para lesdes, isto ¢, marcadores preditivos do
comportamento bioldgico de neoplasias (Liao et al.,

2003;Meuten, 2008).

CONCLUSAO

Concluiu-se que o emprego associado das
coloragdes de Giemsa e Papanicolaou constituiu uma
grande contribuicdo ndo apenas para o diagnostico
citologico do TVT, como também, uma técnica
valiosa para evidenciag@o de critérios de malignidade

que normalmente ndo sdo visualizados quando se



utiliza apenas os corantes de rotina tipo
Romanowsky.

Quanto a predisposi¢do racial a maioria dos
cdes sdo sem raga definida devido a grande
quantidade de cdes de rua; no entanto, ndo foi
constatada predile¢do quanto a sexo e idade e a
localizagdo genital continua sendo a mais comum,
embora chame a atengdo para aqueles casos
extragenitais encontrados nesse trabalho. Quanto ao
tempo de evolugdo, ainda ¢ muito dificil se inferir
quaisquer dados estatisticos devido a propria falta de
informagao por parte dos proprietarios.

A especificidade da alteragdo genética
LINE-1/c-MYC ¢ indiscutivel como preconizado pela
literatura especializada e reafirmada ainda pelo
sequenciamento genético quanto a sua
monoclonalidade.

Para futuras investigacdes, este estudo
podera servir de esteio para correlacionar morfologia,
critérios de malignidade, grau de agressividade e
ainda nd3o realizados em

TVT,

estudos moleculares

conjunto para o bem como, outras
metodologias para o melhor entendimento de sua
carcinogénese.

Portanto, julgamos relevante prosseguir nas
investigacdes para melhor definir a natureza
biologica dessa neoplasia, compreender o porqué
determinados cdes quando desenvolve o TVT
espontdneo ¢ quando submetidos a quimioterapia,
cujo objetivo é eliminar o tumor e possiveis focos de
metastases, por vezes, ndo ¢ alcangado.

E ja de antemio recomendar que se o
profissional especialista no assunto for empregar o
exame citoldgico para o diagnostico de TVT que seja
aplicado a coloragdo de Papanicolaou para facilitar a
identificar expressdo dos critérios de malignidade,

para que possa auxiliar na sessdo de quimioterapia.
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