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DETECCAO DAS PROTEINAS p53, p63 E PUMA NO CARCINOMA DE
CELULAS ESCAMOSAS CORNEAL DE CAES

RESUMO - As neoplasias oculares representam uma crescente preocupacgao
na oftalmologia veterinaria. O carcinoma de células escamosas (CCE) corneal
€ raro em caes, pouco estudado e as investigacdes sobre 0os mecanismos da
carcinogénese sdo escassos. O presente trabalho teve por objetivo avaliar a
imunoexpressdo das proteinas p53, p63 e PUMA e suas possiveis
contribuicdes quanto ao progndstico e terapéutica no CCE corneal espontaneo
de caes. Foram identificados seis casos, cinco diagnosticados como CCE e um
como ceratite actinica. Na imunoistoquimica avaliou-se o numero de células
marcadas por campo no microscopio adotando-se dois critérios de
classificacdo, quanto a intensidade e quanto a frequéncia de marcacao.
Também foi avaliada a graduacéo histolégica dos tumores quanto ao grau de
malignidade nos casos de carcinoma de células escamosas de coérnea,
utilizando o indice mitético como principal referéncia. Todas as amostras
apresentaram imunomarcacao para as proteinas estudadas, porém com
intensidade e frequéncia variadas. Nao foi observada relacdo entre maior
indice mitotico e, portanto, maior malignidade, com uma maior expressao de
gualquer uma das proteinas analisadas. Conclui-se que a imunoexpressao das
proteinas p53, p63 e PUMA estdo presentes nos CCE corneal de cées
podendo contribuir para sua carcinogénese, mas nao fornece indicadores de

prognostico nesta neoplasia.

Palavras-chave: carcinoma de células escamosas, cérnea, imunoistoquimica,

proteina supressora de tumor p53, proteinas reguladoras de apoptose



p53, p63 AND PUMA PROTEIN EXPRESSION IN CORNEAL SQUAMOUS
CELL CARCINOMAS OF DOGS

SUMMARY - Ocular tumors play an increasing concern in veterinary
ophthalmology. Corneal squamous cell carcinoma (SCC) is unfrequent in dogs,
and by this way it has little studies, and the investigations of carcinogenesis
mechanisms are rare. The aim of this work was to identify the p53, p63 and
PUMA proteins expression in the spontaneous dog corneal SCC. For this work,
were used five cases of corneal SCC and one case of actinic keratitis and their
possible contributions to prognosis and therapy. The immunohistochemical
analysis could evaluated the number of stained cells by field in optic microscopy
using two classifications methods: intensity and immunofrequency. Also, we
could evaluated histological grade of tumor related to malignancy in corneal
SCC cells by using the mitotic index as a pattern. All samples showed
immunolabelling to those proteins studied, although with diversity in intensity
and frequency. The authors couldn’t observe relationship between the biggest
mitotic index, and, by this way, most malignancy, with the expressions of all
analysed proteins. These results could support the conclusions that p53, p63
and PUMA proteins immunoexpression are present in canine corneal SCC and
could give help to their carcinogenesis, but they don’t give a prognostic

indicator of these tumors.

Keywords: squamous cell carcinoma, cornea, immunohistochemistry, tumor

suppressor protein p53, apoptosis regulatory proteins



| INTRODUCAO

Ha uma variedade de neoplasias que acometem a conjuntiva e 0s
anexos oculares de animais domésticos que foram relatadas na literatura, mas
ainda pouco expressivas (DUBIELZIG, 1990; MONTIANI-FERREIRA et al.,
2009). As neoplasias da cornea séo raras e quase sempre apresentam-se
como uma extensdo secundaria de lesBes com foco primario em outro
segmento do bulbo. Os tumores oculares (extra e intrabulbares) representam
uma crescente preocupacdo na oftalmologia veterinaria (LATIMER et al., 1987;
MONTIANI-FERREIRA et al., 2009), portanto, trata-se de um assunto que
merece novas e originais investigacoes.

O carcinoma de células escamosas (CCE) em cOrnea ou conjuntiva é
mais comum em outras espécies havendo poucos relatos em cées
(KARASAWA et al., 2008; LATIMER et al., 1987; WARD et al., 1992). Por ser
incomum no céo, um erro no diagnostico pode retardar potencialmente o
tratamento e aumentar a sua morbidade (MONTIANI-FERREIRA et al., 2008,
2009).

Poucos estudos investigando os mecanismos de carcinogénese que
contribuem para o desenvolvimento do CCE em cées e gatos foram conduzidos
(WEBB et al., 2009). A etiopatogénese das neoplasias de células escamosas,
particularmente das regifes ocular e periocular, ndo estd completamente
compreendida; no entanto, algumas causas potenciais podem ser incluidas,
como a radiacao ultravioleta (BERNAYS et al., 1999; BUSSE et al., 2008).

O diagnodstico imediato de neoplasia ocular é fundamental para uma
intervencado terapéutica precoce, especialmente porque tumores de pequenas
dimensdes sdo mais sensiveis ao tratamento local, podendo até mesmo se
obter a cura definitiva (WEBB et al., 2009; WILLIS; WILKIE, 2001).

A transformacdo neoplasica consiste em um processo multicausal, no
qgual os controles normais da proliferacdo celular e da interacdo célula-célula

sdo perdidos. A ativagédo aberrante dos proto-oncogenes, em conjunto com a



inibicdo ndo regulada dos genes supressores tumorais, representam o0s
fundamentos desse processo. Mais de 100 genes ja foram catalogados como
pertencentes a essas categorias nos canceres humanos, embora se estime
gue muitos outros ainda possam por ser identificados (FARIA; RABENHORST,
2006).

Um conjunto de alteracbes moleculares em diferentes niveis de
regulacao é responsavel pelo estabelecimento do cancer. A modificagdo numa
célula normal raramente é suficiente para deflagrar o processo tumorigénico.
Todavia, a alteracdo de alguns genes com papel central em multiplos canais
regulatorios revela o potencial impacto de uma unica desordem molecular para
a promocéao da neoplasia (FARIA; RABENHORST, 2006).

O conhecimento sobre o genoma dos cées tem crescido na ultima
década, e isso tem favorecido a compreensdo dos mecanismos envolvidos na
geracdo das neoplasias. Devido aos avancos na biologia molecular, foi
identificada uma gama de marcadores que podem ser usados para estratificar
muitos tipos de neoplasias, tanto em seres humanos e caes, colaborando para
0 estudo das neoplasias. Assim, muitos genes tém sido identificados nos
ultimos 20 anos. Esses genes, bem como as suas proteinas codificadas, tém
finalidades mdltiplas, além de participarem nas funcdes da célula associada ao
crescimento celular e proliferacdo (LOPES et al., 2010).

Os genes que participam da formacdo de tumores séo, principalmente,
0S gque nas células normais estdo envolvidos com o controle do ciclo celular,
reparacdo do DNA danificado e apoptose. S80 0s genes supressores de
tumores, 0s anti-oncogenes e os oncogenes (LOPES et al., 2002).

As mutacbes do gene TP53 sdo comuns em muitos tumores, o que
sugere que a proteina p53 previne o cancer como um “guardido critico” que
compromete a programacdo de células geneticamente modificada.
Desempenham importantes funcdes especificas como um agente supressor de
proliferacdo celular no reparo do DNA e exerce um importante papel na
inducdo de morte celular programada, a apoptose (LOPES et al., 2010). A

proteina PUMA é eficaz na inducdo da apoptose e, quando expressa, promove



a morte de células cancerosas dentro de algumas horas; podendo,
potencialmente, ser usada como um novo alvo para terapia anticancer. Agentes
que ativam a PUMA, através de mecanismos independentes de p53, podem
restaurar a resposta apoptética nas células tumorais, poupando células
normais (YU; ZHANG, 2003). A proteina p63 € caracterizada por diferentes
capacidades de transativacdo de genes relatores, induzindo a apoptose e
funcionando como agente dominante negativo (PELOSI et al., 2002).

A compreensdao dos mecanismos apoptéticos permitiu 0
desenvolvimento de novas estratégias no tratamento do cancer, baseando-se
na inducdo da morte de células tumorais e em uma maior resposta aos
tratamentos com radiacdo e agentes citotoxicos (GRIVICICH et al., 2007).

O desenvolvimento de agentes que podem induzir ou aumentar a
extensdo da apoptose parece ser uma promissora estratégia no tratamento do
cancer (LEE et al., 2008).

Ainda assim, o estudo da imunorreatividade de proteinas no cancer tem-
se revelado importante ferramenta de trabalho na rotina diagnéstica e de
pesquisa. A imunoistoquimica tornou-se uma das técnicas mais utilizadas em
laboratorios de diagnostico e de pesquisa. Atualmente, as tecnologias em
genética molecular tém facilitado os estudos dos genes, fornecendo maior

conhecimento dos mecanismos etiologicos.



Il REVISAO DE LITERATURA

2.1 Neoplasias oculares

As neoplasias oculares podem ser primarias ou secundarias; estas
ultimas manifestam-se como metastases de tumores ndo oculares. As
neoplasias oculares primarias sao raras e, por isso, seu comportamento ainda
€ pouco conhecido. Isso é agravado pelo fato de que o diagnostico precoce
nao impede, as vezes, a perda do olho, pois a enucleacéo ainda é o tratamento
de escolha, apesar de novas modalidades terapéuticas serem descritas
(WERNER et al., 1998).

A ocorréncia de neoplasias dos anexos oculares é relativamente comum
na clinica médica de pequenos animais, comparadas as neoplasias da orbita,
em particular as primarias. Ja os tumores intra-oculares também sé&o
relativamente incomuns nos animais domeésticos, mas ainda assim, o bulbo
ocular é, sem davida, um local onde se pode diagnosticar uma variedade de
neoplasias primarias e secundarias (metastaticas). Os tumores intra-oculares
podem ser ou nao visiveis ao exame oftalmico. Em quaisquer circunstancias,
seus efeitos sobre a funcéo ocular e a visdo podem ser drasticos (MONTIANI-
FERREIRA et al., 2009; WERNER et al., 1998).

O olho € um local pouco frequente para metastase de neoplasias
originadas de outros locais, mas a possibilidade de doenca ocular causada pela
disseminacdo hematdgena deve ser considerada. Qualquer exame ocular deve
ser combinado com um exame fisico completo e minucioso (DUBIELZIG,
1990).

O carcinoma de células escamosas (CCE) ou carcinoma espinocelular é
uma doenca neopldsica maligna das células epiteliais escamosas que
comumente afeta animais de peles despigmentadas (BERNAYS et al., 1999;

KARASAWA et al.,, 2008). Os crescimentos proliferativos acometendo as



palpebras e a conjuntiva dos cdes sdo o0s mais comumente relatados,
representados pelos adenomas tarsais, papilomas virais,
melanomas/melanocitomas (MONTIANI-FERREIRA et al., 2009).

As neoplasias da cérnea sdo raras e, quase sempre, representam uma
extensdo secundaria de les6es com foco priméario em outro segmento do bulbo
do olho; geralmente resulta do crescimento de uma massa conjuntival ou limbar
(BERNAYS et al., 1999; BUSSE et al., 2008; LATIMER et al., 1987; WARD et
al., 1992). No que se refere aos CCE no bulbo do olho, ele surge do epitélio
conjuntival do limbo, da conjuntiva bulbar, da membrana nictitante, ou da
epiderme das palpebras, ocorrendo com maior frequéncia no gato e em outras
espécies, como bovinos, equinos, homem e, raramente, tem sido relatado em
cées (KAPS et al., 2005; KARASAWA et al., 2008; LATIMER et al., 1987;
MONTIANI-FERREIRA et al., 2008; WARD et al., 1992; WERNER et al., 1998).
O CCE em cérnea de cdaes é, certamente, pouco comum e um diagnostico
impreciso pode atrasar potencialmente o tratamento e aumentar a morbidade
(MONTIANI-FERREIRA et al., 2008).

O CCE corneal primario ocorre em caes quando a massa neoplasica
surge diretamente a partir da cornea. Este neoplasma é classificado como uma
neoplasia corneal intra-epitelial (carcinoma in situ), uma vez que a membrana
basal encontra-se intacta (LATIMER et al., 1987; WARD et al., 1992).
Morfologicamente, o CCE corneal apresenta uma invasao direta e profunda no
estroma da cornea com penetragao até proxima da membrana de Descemet, a
gual, em contraste com a membrana basal da coOrnea, parece ser bem
resistente a invasado neoplasica, pois ndo ha relatos dessa ocorréncia. Quando
originado do limbo, o CCE pode se espalhar mais profundamente, e se
desenvolver ao redor da borda da membrana de Descemet, infiltrando-se
dentro do trabeculado e do angulo iridocorneal. Ele pode até mesmo progredir
por dentro do musculo ciliar, processo ciliar ou iris (KAPS et al.,, 2005).
Acredita-se que os carcinomas de cérnea mostram menor poder de invasao
devido a resisténcia do estroma e da membrana de Descemet (GALERA;

MARTINS, 2001). Apesar de metastases do CCE ocular serem raras, elas



podem ocorrer em linfonodos regionais da cabeca, e a invasédo local agressiva
pode se propagar pelos tecidos adjacentes (WARD et al., 1992).

O tumor ocular surge através de uma série de mudancas pré-cancerosas
em resposta a injaria actinica, assim como CCE cutaneo induzido pela luz solar
(WILCOCK, 2007). Lesbes neoplasicas do epitélio escamoso na superficie
ocular incluem ceratite actinica, displasia, carcinoma in situ e carcinoma de
células escamosas invasivo (ARYA et al., 2008). Quando ha invasdo da
membrana basal (lamina propria) a lesdo denomina-se carcinoma invasivo de
células escamosas (BALLALAI et al. , 2003).

A etiopatogénese do tumor de células escamosas, particularmente o
CCEs da regiao ocular e periocular ndo € completamente compreendida, mas
algumas causas potenciais podem ser relacionadas: trauma continuo, agentes
virais, fatores hormonais, fatores genéticos e imunologicos, falta de
pigmentacdo nos tecidos perioculares, irritacdo cronica da superficie ocular,
assim como a ceratoconjuntivite seca (CCS) e ceratite pigmentar, uso de
imunossupressores topicos e exposicdo crbnica a radiacdo solar; sendo o
componente ultravioleta o agente carcinogénico mais plausivel (BERNAYS et
al., 1999; BUSSE et al.,, 2008; DREYFUS et al.,, 2011; KAPS et al., 2005;
MILLER; DUBIELZIG, 2007; MONTIANI-FERREIRA et al., 2008; WEBB et al.,
2009).

A aparéncia clinica da neoplasia ocular varia de modo consideravel
dependendo do tecido envolvido. Clinicamente, observa-se uma variedade de
sinais clinicos no tecido afetado ou nas estruturas adjacentes. Caracteriza-se
pelo aparecimento de estruturas de coloracdo diferente, opacidade dos meios
oculares, desconforto e mudanca na forma do bulbo ocular. Em muitos casos, o
animal apresenta-se com uma “massa” visivel, que pode se apresentar sob
algumas formas: de lesédo superficial, ulcerada, proliferativa e elevada, e
crescimento em forma de “couve flor” (Figura 1). Estes sinais, com frequéncia,
sdo 0s motivos que fazem com que o0s proprietarios procurem por ajuda
profissional especializada (MONTIANI-FERREIRA et al., 2009; WEBB et al.,
2009).



FIGURA 1- Apresentacdo clinica de cdes com carcinoma de células

escamosas corneal (Fonte: arquivo pessoal).

O diagnoéstico precoce do CCE é essencial para uma intervencao
terapéutica também precoce, podendo resultar em controle por um longo tempo
ou na cura definitiva. Pode-se suspeitar do CCE baseado na aparéncia
grosseira da lesdo e localizacdo, mas o diagnostico definitivo requer exame
microscoépico do tecido envolvido (WEBB et al., 2009).

A cérnea e a conjuntiva séo tecidos de facil acesso, o que possibilita um
detalhado exame clinico, além da utilizacdo de técnicas para obtencdo de
material para exame morfolégico, que podem contribuir para o diagnostico
(LIMA et al., 2005). Um exame clinico minucioso, aliado aos procedimentos
diagndsticos, é imprescindivel para determinar natureza, origem, localizacéo e
extensdo da neoplasia ocular. O conhecimento dos dados estatisticos e da
prevaléncia das neoplasias relacionadas com o bulbo do olho é util e auxilia na
conclusao diagnostica e prognoéstica (MONTIANI-FERREIRA et al., 2009).

O rapido diagnéstico na clinica oncolégica é essencial, devendo ir além
dos diagndsticos clinico e histolégico rotineiros, buscando informagdes sobre
todos os aspectos envolvidos, através de técnicas e/ou exames mais
especificos. O uso da técnica de imunoistoquimica em patologia veterinaria tem
sido limitado devido a falta de anticorpos contra os tecidos animais; no entanto,
podem ser utilizados os anticorpos que apresentam reatividade cruzada entre



antigenos humanos e animais de laboratério que, juntamente com outros
exames (citologia e histologia), contribuem para o diagnostico definitivo e
preciso desses tumores (TEIXEIRA et al., 2011).

Apesar de uma profunda investigacao clinico-patolégica ser a base para
0 manejo inicial das neoplasias, pouco se conhece sobre 0s prognésticos e as
causas dos tumores em céaes. Estratégias clinicas e patoldgicas estdo sujeitas
a iniumeros erros, e métodos de visualiza¢do por imagem nao sdo sensiveis 0

suficiente para uma avaliagdo concreta (POPOV et al., 1997).

2.2 Conceitos sobre a carcinogénese

No organismo normal, o ciclo de proliferacdo celular € rigorosamente
controlado para que as células constituam comunidades organizadas. No
entanto, as células cancerigenas ndo se submetem a esse esquema de
cooperacao, possuindo DNA (acido desoxirribonucléico) danificado e que, por
isso, escapam dos mecanismos de controle do ciclo celular. O “cancer” surge
de uma unica célula que sofreu mutacao, multiplicando-se por mitoses e suas
descendentes acumulam outras mutacfes até darem origem a uma célula
cancerosa, portanto, a incidéncia destes tumores caracteriza-se pela
proliferacdo celular anormal, cuja denominacéo correta € neoplasia (LOPES et
al., 2002).

O céancer surge como uma consequéncia de multiplos eventos genéticos
e moleculares em muitos genes e cromossomos. A consequéncia destes danos
€ a alteracdo no controle dos processos envolvidos no equilibrio do ciclo de
crescimento e de mecanismos de reparacdo ao dano celular (CASTANEDA et
al., 2007).

Novas abordagens genéticas e bioquimicas tém fomentado notavel
progresso na compreensdo da biologia do cancer. Um dos avangos mais

importantes tem sido o reconhecimento de que a resisténcia a morte celular -
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particularmente da morte celular apoptética - € um aspecto importante da
tumorigénese e do desenvolvimento de resisténcia a farmacos
anticancerigenos. Pesquisas sobre novas terapéuticas do cancer tém focado
na elaboracdo de formas de superar esta resisténcia e de desencadear a
apoptose de células tumorais (OKADA; MAK, 2004).

Muito tem sido escrito sobre a sinalizagdo da morte celular e de sua
sobrevivéncia. A evasao da morte celular € uma caracteristica integrante de
guase todos tumores e é agora reconhecido que os produtos de ambos genes
supressores de tumores e de oncogenes sdo mediadores comuns de morte
celular e de supressao de morte celular, respectivamente (CHARI et al., 2009).

A exposicdo a agentes nocivos ao DNA, provavelmente, contribui para o
desenvolvimento de muitos canceres humanos. Portanto, esfor¢co tém sido
concentrados para compreender como as células respondem aos danos no
DNA e na restauraracao da integridade da sequéncia linear do DNA e estrutura
da cromatina. Um componente importante da resposta celular ao dano no DNA
€ uma inibicdo da replicacdo de sua sintese. Presumivelmente, esta resposta
permite Otima reparacdo de danos antes de a célula reiniciar a sintese de
replicacdo do DNA e/ou comecar a mitose. A inibicdo da replicacdo da sintese
do DNA apds os seus danos pode ser um passo critico para se evitar o
aumento progressivo e alteracbes genbmicas, que caracterizam a
transformacao neoplasica. Além disso, as células que sédo ineficientes neste
processo inibitério podem ser propensas ao desenvolvimento de neoplasias
(KASTAN et al., 1991).

O processo pelo qual uma célula normal se desenvolve em uma célula
maligna com a capacidade de formar um tumor requer varias alteracdes
celulares. A evasdao de morte celular por apoptose € uma das alteracdes
propostas. De maneira importante, a evasdao da apoptose também &
reconhecida por resultar na resisténcia a terapias anti-cancer. Muitos
pesquisadores tém, portanto, focado encontrar maneiras para contornar essa
resisténcia a apoptose, a fim de melhorar o tratamento de pacientes com

cancer. O detalhado conhecimento sobre o0s eventos moleculares que



contribuem para o0 sucesso do tratamento ird facilitar uma abordagem mais
racional no controle do cancer (DE BRUIN; MEDEMA, 2008).

2.3 Apoptose

A apoptose € um programa de morte celular extremamente regulado e
de grande eficiéncia, que requer a interacdo de inumeros fatores. As alteracdes
morfologicas observadas sao consequéncia de uma cascata de eventos
moleculares e bioquimicos especificos e geneticamente regulados. E um
processo evolutivamente conservado por um organismo para remover as
células indesejadas ou danificadas. Durante a apoptose, a célula sofre
alteracoes morfolégicas caracteristicas desse tipo de morte celular. Tais
alteracdes incluem a retracdo da célula, perda de aderéncia com a matriz
extracelular e células vizinhas, condensacdo da cromatina, fragmentacao
internucleossémica do DNA e formacao dos corpos apoptéticos. Muitas sao as
moléculas envolvidas no controle das vias de ativacdo da apoptose, dentre
estas, as proteinas antiapoptéticas e pro-apoptoticas, além das caspases
(GRIVICICH et al., 2007).

A resposta apoptoética é mediada por duas principais vias nas células de
mamiferos, via intrinseca (mitocondrial) ou extrinseca (citoplasmatica),
dependendo da origem dos estimulos de morte. A via extrinseca € mediada
pela familia de receptor morte de proteinas. Apos a ligacdo com o receptor na
superficie da célula, o recrutamento de moléculas adaptadoras resulta em
ativacdo da caspase-8 e subsequente ativacdo de outras caspases. A via
intrinseca € acionada em resposta a uma variedade de estimulos de morte que,
por sua vez, sdo gerados a partir de dentro da célula, tais como a ativacédo de
oncogenes e danos no DNA. A inativacdo desta via € geralmente considerada
como uma caracteristica do cancer. Esta via € mediada pela mitocondria, tendo

as proteinas da familia Bcl-2 como reguladoras chave desta via. As interagfes



entre os membros da familia controlam a liberagédo de proteinas apoptogénicas,
incluindo citocromo-c, que levam a morte celular eventual, através de
mecanismos caspase-dependente e caspase-independente. Tem sido sugerido
gue a via intrinseca € principalmente utilizada na apoptose mediada por p53,
enquanto a via extrinseca € utilizada para aumentar a resposta apoptética
(RIEDL; SHI, 2004; YU; ZHANG, 2005).

As caspases, que sao as executoras da apoptose, compreendem duas
classes distintas, as iniciadoras, que incluem a caspase-2, -8, -9 e -10, e as
efetoras que incluem a caspase-3, -6 e -7. Embora caracteristicas estruturais
gerais sdo comuns entre as caspases iniciadoras e efetoras, sua ativacao,
inibicdo e liberacdo da inibicdo sdo diferencialmente reguladas. Uma vez
ativada, as caspases efetoras sdo responsaveis pela clivagem proteolitica de
um amplo espectro de alvos celulares, levando, em ultima instancia, a morte
celular. Estudos bioquimicos e estruturais culminaram em importantes avancos
na compreensdo dos mecanismos moleculares subjacentes de regulacédo das
caspases (OKADA; MAK, 2004; RIEDL; SHI, 2004).

A desregulacdo da apoptose conduz a uma variedade de enfermidades
em humanos, incluindo cancer, doencas auto-imunes e desordens
neurodegenerativas. Desde que o conceito de apoptose foi criado em 1972,
esforcos nas pesquisas levaram a identificacdo de centenas de genes que
controlam o inicio, execucdo e regulacdo de apoptose em varias especies.
Investigagcbes demonstraram que a apoptose desempenha um papel
significante na patogénese dos tumores. Varias proteinas ou oncogenes e
genes supressores estdo envolvidos no processo de apoptose (OKADA; MAK,

2004; RIEDL; SHI, 2004).



2.4 Proteina p53

A proteina p53 supressora de tumores, que possui fundamental papel no
controle do crescimento e neoplasias, tem sido uma das proteinas mais
extensivamente estudadas nos Ultimos anos e esta entre as mais comumente
alteradas no cancer humano. Por sua vez, o gene TP53 é considerado como
um dos genes mutados mais associado ao desenvolvimento de cancer. Uma
guestédo interessante é a elucidacao dos mecanismos moleculares fisiolégicos
e patologicos da proteina. O supressor de tumor p53 é uma proteina
multifuncional que exerce uma variedade de efeitos e, desempenha um papel
central na regulagédo do ciclo celular normal. Essa proteina medeia fungdes
criticas dentro das células, incluindo a resposta ao estresse genotoxico,
senescéncia, diferenciacdo e morte celular. A perda de funcdo da p53 pode
resultar em taxas maiores de proliferacdo celular, resisténcia a estimulos de
morte celular, instabilidade genémica e metastase. Esta informacdo permite a
concepcao de agentes terapéuticos para as proteinas-alvo, incluindo a p53
(ALMOG; ROTTER, 1997; CHARI et al., 2009).

A proteina p53 controla a progressao de células da fase G1 para a fase
S do ciclo celular, atuando como regulador negativo do crescimento celular em
resposta a ocorréncia de dano ao DNA, com o intuito de restaurar a integridade
genbmica. A proteina p53, além de promover o reparo do DNA, atua também
no controle da apoptose (SIROMA; BARACAT, 2006).

A proteina p53 se tornou amplamente reconhecida como um supressor
de tumor, e 0 gene TP53 tornou-se, provavelmente, o local mais comum de
alteracdes genéticas em tumores humanos (BAI; ZHU, 2006). Atualmente, a
p53 é conhecida por desempenhar um papel fundamental em praticamente
todos os tipos de canceres humanos. E, mutacédo ou perda do gene TP53 pode
ser identificada em mais de 50% de todos os casos de cancer humano em todo
o mundo (BAI; ZHU, 2006; CHARI et al., 2009; FARNEBO et al., 2010), o que

implica que células cancerosas mantém a viabilidade, através da reducdo da



atividade biolégica da p53 (WHITE et al., 2008). Isso enfatiza o papel central da
via p53 na regulacdo de crescimento e sobrevivéncia celulares, fazendo com
gue seja um desafio pressuposto de que o desenvolvimento de um meio para a
reparacao de p53 é esperado para resolver uma grande parte do problema do
cancer (ALMOG; ROTTER, 1997). Acredita-se que mutacdes do gene TP53
sdo as alteracBes genéticas mais comuns em neoplasias em caes, entretanto,
pouco se sabe sobre ele e suas mutacdes (FARIA; RABENHORST, 2005).

Conhecida informalmente como "o guardido do genoma", a p53 protege
os tecidos biolégicos da transformacao maligna e forma uma parte central da
resposta que danifica o DNA (WHITE et al., 2008). Esse termo atribuido &
decorrente da sua fungédo como “policial molecular”, por monitorar a integridade
do genoma. Durante o ciclo de divisao celular, a p53 faz uma verificacéo se ha
eventual ocorréncia de mutacdes na sequéncia do genoma, em consequéncia
de uma replicacdo defeituosa do DNA, atuando como um sensor dedanos,
auxiliando no sistema de reparo. No caso de lesdes por agentes fisicos,
guimicos ou bioldgicos, € funcdo da p53, através de uma cascata de reacgdes,
impedir que esta célula entre em processo de mitose e complete a divisdo
celular. Assim, dois caminhos podem ser seguidos: a correcdo da mutacao
através da ativacdo da proteina de reparo ou a inducdo a apoptose,
prevenindo, dessa forma, que ocorra a proliferacdo de células com o DNA
mutado (ARRUDA et al., 2008; CASTANEDA et al., 2007).

Pelo fato de o gene supressor de tumor TP53, ser um fator de
transcricdo importante e desempenhar um papel central nos mecanismos de
regulacdo do ciclo celular, sua inativacdo é considerada um evento de
destaque na carcinogénese (CASTANEDA et al., 2007). Esse gene codifica
uma proteina de ligacdo envolvida no DNA na parada do ciclo celular e na
apoptose. Em resposta ao dano no DNA, a p53 se acumula nas células,
transloca-se para o nucleo, ativa a transcri¢cao de gene e, finalmente, resulta na
parada do ciclo celular, fato que € necessario para permitir o reparo do DNA
danificado antes da replicacao celular. Assim, o reparo ocorre com a super

expressdo e com o consequente acumulo da proteina p53 selvagem no nucleo.



Além disso, a p53 ativa um caminho da morte celular programada,
presumivelmente em células com excessivos danos no DNA. A perturbacédo de
qualquer via é esperada contribuir para a transformacédo neoplasica, uma vez
gue permite a replicacdo ou a sobrevivéncia das células com dano no DNA.
Esta previsdo € apoiada por muitos relatos de canceres em que a p53 esta
mutada ou perdida (JIANG et al., 1999).

Em condi¢cdes normais, a proteina p53 esta presente em niveis baixos
em todas as células devido ao seu rapido turnover, através de protedlise. A
forma inativa desta proteina € localizada no citoplasma em baixa concentracao
e tem uma meia vida relativamente curta, cerca de 20-30 minutos. Sob estas
condicles, a proteina p53 tem que receber sinais ou sofrer alteracdes que a
ativem convertendo em proteina funcional. Sinais ou eventos que levam a
ativacao de p53 sao principalmente associados ao estresse celular (danos ao
DNA por radiacéo ionizante ou ultravioleta), hipoxia e ativacdo de oncogenes.
Estes estimulos causam um aumento rapido nos niveis de proteina p53 na
célula, tanto por aumento da estabilidade da proteina como por ativacéo
bioquimica através da fosforilagdo e acetilacdo, que permitem que a proteina
atue como um ligante na transcricdo do DNA, em regifes determinadas por
sequéncias de bases especificas localizadas em regides promotoras e que
regulem a expressédo de seus genes (CASTANEDA et al., 2007). Essas metas
regulam um numero de processos celular, entre os quais dois melhores

estudados sao a parada do ciclo celular e apoptose (YU; ZHANG, 2005).

2.5 Proteina PUMA (p53 upregulated modulator of apoptosis)

A proteina PUMA foi inicialmente identificada como um alvo
transcricional de p53 e um mediador da apoptose induzida por danos no DNA.
E um membro pré-apoptético exclusivo BH3 da familia Bcl-2, reguladores da

apoptose. Como outras proteinas que possuem apenas o0 dominio BH3, a



PUMA induz & apoptose através de sua ligacdo aos membros pro-
sobrevivéncia da familia Bcl-2 libertando, assim, o efeito inibitério das proteinas
pré-sobrevivéncia sobre proteinas pré-apoptética, Bax e Bak. Isto resulta na
ativacdo de Bax e Bak, posterior liberagdo do citocromo-c da mitocondria e,
finalmente, a morte celular (CALLUS et al., 2008; MUSTATA et al., 2011; YOO
et al., 2007).

A proteina PUMA serve como uma molécula de sinalizacdo proximal que
transduz sinais de morte para a mitocdndria, onde atua através de varios
dominios dos membros da familia Bcl-2 para induzir disfuncdo mitocondrial e
ativacao de caspases. Ela também pode ativar diretamente Bax/Bak ou a p53
citoplasmatica para induzir disfuncdo mitocondrial (YU; ZHANG, 2008); e pode
funcionar tanto como um facilitador, ligando-se a proteinas pro-sobrevivéncia
como um ativador, ligando-se a Bax; e esta dupla funcdo de PUMA parece ser
coerente com sua eficiéncia como uma indutora da morte (YEE; VOUSDEN,
2008). E um mediador essencial da apoptose dependente e independente de
p53 in vivo, sendo também extremamente eficaz na inducdo de apoptose
guando expressa, matando as células cancerosas dentro de algumas horas
(YU; ZHANG, 2003). Esta proteina pode regular diversas vias apoptoticas por
contrariar alguns conhecidos membros anti-apoptoticos da familia Bcl-2,
podendo ser usada para reparar uma variedade de defeitos de apoptose em
células cancerosas (CHEN et al., 2007).

As proteinas da familia Bcl-2 regulam a apoptose através do controle
permeabilizacdo da membrana mitocondrial externa (MOMP). A PUMA é uma
potente reguladora da MOMP e, Chipuk e Green (2009) sugerem que essa
funcdo € atribuida a dois mecanismos distintos, e que ambos dependem da
ligacdo PUMA com as proteinas anti-apoptotica Bcl-2.

Localizada na mitocdndria, a PUMA é um alvo principal de p53 e
desempenha um papel-chave na apoptose, com capacidade para ligar e inibir
as proteinas anti-apoptoticas Bcl-2 (CHIPUK; GREEN, 2009; MAXIMOV;
MAXIMOV, 2008).



Entre os fatores de transcricdo que ativam a PUMA, a funcdo da p53 é
melhor entendida (YU; ZHANG, 2008). De acordo com Callus et al. (2008), a
PUMA pode causar a apoptose, na auséncia da p53. Em seu estudo, Yoo et al.
(2007) ndo encontraram qualquer associagcdo significativa da expressédo de
PUMA com a expressdo da p53, o que sugere que pode haver outros
mecanismos para a expressao dessa proteina, além transativacéo de p53.

A importancia da PUMA na apoptose mediada por p53 sugere que 0s
mecanismos para induzir ou imitar sua funcdo pode ter um potencial
terapéutico significativo em células tumorais com p53 mutante (YEE;
VOUSDEN, 2008).

De acordo com Jeffers et al. (2003), a p53 enddgena do tipo selvagem
ndo € suficiente, na auséncia de PUMA, para induzir a morte celular
eficientemente. Para Yu e Zhang (2005), alguns alvos apoptéticos de p53,
como PUMA, tém maior potencial na inducdo da apoptose do que p53. Eles
podem ser usados como alvos para identificar pequenas moléculas ou como
alvos para terapia genética

Pelo fato de PUMA ser um importante mediador da morte celular, é
possivel que a modificagcdo do gene PUMA ou expressao aberrante da proteina
PUMA seja responsavel pela patogénese dos canceres humanos (YOO et al.,
2007).

A alta expressao de PUMA em células de cancer gastrico e sua falta em
células normais da mucosa gastrica sugere que a expressdo de PUMA pode
desempenhar um papel no desenvolvimento de carcinomas gastricos (YOO et
al., 2007). A morte celular mediada por p53 em células de cancer colorretal é,
em parte, realizada pela ativacdo da transcricdo do gene PUMA. A expressao
de PUMA levou a uma apoptose muito rapida e intensa, podendo ser
considerada como um substituto para p53 na terapia genética no cancer (YU et
al., 2001). Ao avaliar a morte mediada por p53 em células de cancer colorretal
em humanos, Yu e Zhang (2003) observaram que, se o gene PUMA também é

interrompido em tais células, a apoptose é impedida.



A identificacdo da PUMA permite uma sinalizagdo proximal de uma
molécula, cuja expressédo € regulada por fatores de transcricdo em resposta a
estes estimulos. A auséncia ou a inibicdo da PUMA leva a deficiéncia de
apoptose e, consequentemente, a um maior risco de desenvolvimento de
cancer e resisténcia terapéutica. Embora a expressdo elevada da proteina
PUMA permita profunda quimio e radio-sensibilizagdo em células
cancerigenas, a inibicdo de sua expressao pode ser util para diminuir a morte
excessiva de células associadas a lesdo tecidual e a doencas degenerativas.
Portanto, ela serve como um sensor geral para estimulos da morte celular e um
alvo farmacolégico promissor para tratamento de cancer e danos aos tecidos
(YU; ZHANG, 2008).

A interagdo de proteinas como PUMA/Bcl-2 é um passo critico
regulatério no inicio da apoptose. As caracteristicas estruturais destas
interacdes e sua dependéncia de um menor dominio BH3/PUMA pode torna-la
um alvo atraente para o desenvolvimento de medicamentos. Inibidores de
PUMA podem ser eficazes e seguros na protecao e atenuacao nas radiacdes e
talvez em outros tipos de danos nos tecidos associados com apoptose
(MUSTATA et al., 2011).

A perda de resposta apoptoética por inativagdo da via p53 parece ser
necessaria para progressao maligna. Os agentes que ativam PUMA via
mecanismos independentes de p53 podem restaurar a resposta apoptoética em
células tumorais, poupando as células normais. E de interesse determinar se
PUMA pode sensibilizar células mutantes de p53 para drogas anticancer (YU;
ZHANG, 2003). No entanto, seu papel na supressao do tumor ndo esta bem
estabelecido (YU, 2009).

O entendimento de que PUMA possa ser um mediador essencial da
apoptose dependente de p53 revela um novo alvo que pode ser explorado quer
para sensibilizar ou conferir resisténcia a quimioterapia e radioterapia
(JEFFERS et al., 2003).

De acordo com Sun et al. (2007), a auséncia de ativacdo da PUMA em

células carcinoma de celulas escamosas de cabeca e pescoco contribui para



guimiorresisténcia e, a terapia genética com a PUMA, pode ser um substituto
eficiente para que a p53 melhore as respostas das células de carcinoma de
celulas escamosas de cabeca e pescoco a quimioterapia.

Os resultados encontrado por Sinicrope et al. (2008) indicam que a
expressdo de proteinas pré-apoptoticas que possuem apenas o dominio BH3,
Bim e PUMA, tem utilidade potencial como biomarcadores de progndéstico em
pacientes com cancer de célon.

E necesséaria uma melhor compreensdo do papel das proteinas que
possuem somente o dominio BH3 na tumorigénese, incluindo os seus niveis de

expressao e os mecanismos de inativacéo (SINICROPE et al., 2008).

2.6 Proteina p63

A proteina p63, um membro da familia p53 de fatores de transcricao
nuclear, € caracterizada por diferentes capacidades de transativacdo de genes
relatores, induzindo a apoptose, e funcionando como agente dominante
negativo (PELOSI et al., 2002). Ela esta envolvida em um amplo espectro de
atividades biologicas, incluindo a proliferacao celular, sobrevivéncia, apoptose,
desenvolvimento, diferenciacdo, senescéncia e envelhecimento (BERGHOLZ;
XIAO, 2012).

N&o ha qualquer evidéncia de que p63 é um gene supressor de tumor,
como TP53. O p63 também pode desempenhar um papel na replicacédo celular,
por competicdo com TP53 para se ligar o DNA ou através de uma interacéo
direta com p53 ligado ao DNA (STOCKMANN, 2011).

A proteina p63 mostra uma especificidade mais tecidual, e é encontrada
com maior frequéncia em células basais, protegendo-as da apoptose e
coordenando a sua diferenciacdo. Além disso, a p63 € também encontrada

junto com o TP53, porém expressando diferentes isoformas, algumas das quais



atuam como ativadores transcricionais. Estas isoformas tém a capacidade para
ativar p53 e induzir & apoptose e bloquear o ciclo celular (STOCKMANN, 2011).

A superexpressao de p63 em cancer humano influencia a adeséao celular
em Varios pontos. Entdo, assim como p53, a p63 pode ser considerada um
ponto central na rede de caminhos responsaveis para a transformacao
neoplasica de células epiteliais e para a progressao tumoral (GU et al., 2008).

A expressdo da proteina p63 tem sido descrita em CCEs de varios
tecidos, favorecendo a idéia de que a sua superexpressdo pode desempenhar
um papel na oncogénese. Porém, parece ndo estar associada com o grau de
diferenciacdo e com outras caracteristicas associadas com comportamento
biolégico agressivo (REIS-FILHO et al., 2002). Pelosi et al. (2002)
demonstraram que, apesar da p63 estar provavelmente envolvida no
desenvolvimento de carcinoma de células escamosas pulmonar, a
imunorreatividade para p63 néo carrega qualquer implicacdo prognoéstica em
pacientes com esta neoplasia. Em alguns carcinomas pulmonares, a
imunorreatividade de p63 correlacionou-se diretamente com a fracdo de
proliferacdo do tumor e, inversamente, com o grau da neoplasia.

Evidéncias clinicas sugerem que a p63 pode desempenhar um papel na
inibicdo da metastase, sendo, portanto, a deficiéncia desta proteina um fator
causal para a propagacao metastatica (BERGHOLZ; XIAO, 2012).

A forte expressao da p53 e p63 no estudo de Jung et al. (2006) indicou a
malignidade do CCE, demonstrando que, defeitos em ambos os genes e suas
vias, sdo essenciais para a transformacdo maligna de células epiteliais da
conjuntiva, podendo ser marcadores Uteis do CCE em conjuntiva.

Ribeiro-Silva et al. (2003) demonstraram que a expressao da p63 foi rara
em carcinomas de mama de mulheres, argumentando contra um papel direto
na tumorigénese mamaria. No entanto, entre os dez casos positivos para p63,
apenas um caso expressou a proteina p53, sugerindo que a p63 pode atuar
indiretamente como um oncogene por inibir a p53. Esta hipotese também
poderia explicar porque a p63 se correlaciona com varios indicadores de mau

progndstico e garante uma investigacao mais aprofundada.



O acumulo progressivo de células imunorreativas para p63 de
metaplasia escamosa, displasia in situ e CCE invasivo pode refletir um papel
importante para esta proteina no desenvolvimento desse tumor. O aumento da
prevaléncia da imunorreatividade de p63 de pré-neoplasias (hiperplasia e
metaplasia) para lesGes displasicas escamosas e CCE invasivo foi observado
por Pelosi et al. (2002).

Tem sido relatado que a alta expressao de p63 esta associada a um
fenétipo mais agressivo e a um pobre progndéstico no carcinoma de celulas
escamosas oral em humanos (LO MUZIO et al., 2005).

De acordo com Gu et al. (2008), p63 contribui para a invaséo e migragcao
celulares no carcinoma de célula escamosas da cabeca e pescoco, porém, a
funcdo da p63 ainda € incerta e o valor prognostico desta proteina é

controverso.



I OBJETIVOS

O principal objetivo do presente estudo foi avaliar a imunoexpresséo das
proteinas p53, p63 e PUMA e suas possiveis contribuicbes quanto ao

prognéstico e terapéutica no CCE corneal espontaneo de cées.



IV MATERIAL E METODO

4.1 Amostras

Os fragmentos tumorais avaliados foram obtidos junto ao Servico de
Oftalmologia Veterinaria do Centro Universitario de Rio Preto-SP, situado na
cidade de S&o José do Rio Preto-SP, onde foram identificados seis casos,
sendo cinco com diagnostico de carcinoma de células escamosas corneal e um
com diagnostico de ceratite actinica, no periodo de trés anos (2009-2011).
Cada fragmento tumoral coletado foi encaminhado para diagnostico
histopatoldégico e posteriormente para ensaios de imunoistoquimica para
identificacdo das proteinas p53, p63, PUMA e citoqueratina.

Este estudo foi aprovado pelo Comité de Etica em Experimentacéo
Animal da UNESP-Aracatuba (Protocolo 2013-00808).

4.2 Avaliacao anatomopatoldgica

O diagnoéstico histopatolégico foi proveniente de pecas cirdrgicas ou
biopsia previamente fixadas em formol 10% tamponado por no minimo 72
horas e, posteriormente, incluidos em parafina. Dos blocos parafinizados,
foram obtidos fragmentos de 3 a 4 micrbmetros (um), que foram corados
rotineiramente pela coloracdo de H.E (Hematoxilina e Eosina) e analisados por
microscopia de luz por um patologista veterinario. A graduacao histolégica dos
tumores quanto ao grau de malignidade foi avaliada nos casos de carcinoma
de células escamosas de cérnea, utilizando o indice mitético (IM) como
principal referéncia. Contaram-se as mitoses em dez campos de grande

aumento (x 40).



As imagens foram capturadas com camera AxioCam MRc (Carl Zeiss®,
Oberkochen, Alemanha) e processadas com sistema de andlise de imagem
pelo software Axio Vision 4.8.3 (Carl Zeiss®).

4.3 Imunoistoquimica

O meétodo imunoistoquimico utilizado foi o da estreptoavidina-biotina-
peroxidase. Inicialmente, realizou-se a desparafinizacdo do tecido em xilol, a
temperatura ambiente por 30 minutos, seguido por hidratacdo dos cortes
utilizando-se concentragcfes decrescentes de alcool. A recuperacdo antigénica
pelo calor foi realizada em forno micro-ondas com solugéo de citrato 10 mL (pH
= 6.0) (2,1 g de acido citrico monohidratada diluidos em 1000 mL de agua
destilada) em duas etapas de fervura de cinco minutos cada, deixando-se 0
material resfriar em temperatura ambiente. As laminas foram lavadas em agua
corrente e, em seguida, procedeu-se o0 blogueio da peroxidase endogena com
uma solucdo de 100 mL de agua oxigenada (20V) diluida em 100 mL de
metanol, durante 30 minutos. Na sequéncia, as laminas foram incubadas com
os anticorpos primarios com uso de diluente proprio* e diluicdo conforme a
Tabela 1, por 18 horas a uma temperatura de 4°C em camara Umida. Ato
continuo, as laminas foram lavadas em solucdo tampdo PBS (pH=7,4). A
incubacdo com o “kit” LSAB (Dako®), que contempla o anticorpo secundario,
ocorreu durante 30 minutos em camara umida. Em seguida, as laminas foram
submetidas a passagem em solucdo tampdo. A revelacdo foi conduzida
utilizando-se o cromégeno diaminobenzidina (DAB)?, com sucessivas lavagens
em solucdo tampéo, agua corrente e agua destilada. Por fim, foi realizada a

contra-coloracdo com Hematoxilina de Harrys (Dako®), 5,0 mL por lamina e

! Diluente de anticorpo, DAKO®, Califérnia, USA, cédigo S3022
2 DAB liquido, DAKO®, c6digo K3467



lavagem em agua destilada. Os cortes foram desidratados em lavagens
crescentes de alcool e xilol e, posteriormente, montados em resina sintética.
Como controle negativo, houve a omissao do anticorpo primario em uma
amostra de CCE, realizando-se sua substituicdo por PBS. E como controle
positivo, uma amostra de carcinoma mamario foi utilizada para todos os
anticorpos. O anticorpo anti-citoqueratina (PCK-26) foi analisado com o objetivo

de se confirmar a origem epitelial dos tumores.

TABELA 1- Relag&o dos anticorpos primario, fabricantes e diluiges utilizados

Ac Fabricante Diluicdo
Anti-p53 Sigma-Aldrich® 1:100
Anti-p63 Sigma-Aldrich® 1:200
Anti-PUMA Sigma-Aldrich® 1:100
Anti-citoqueratina Sigma-Aldrich® 1:100

4.4 Avaliacdo microscOpica da imunoistoquimica

Na imunoistoquimica avaliou-se o numero de células marcadas por
campo no microscopio adotando-se dois critérios de classificacdo em escores,
proposto por Sannino e Shousha (1994): 1) quanto a intensidade de marcacao:
0 (ausente), 1+ (leve), 2+ (moderado) e 3+ (intenso); e 2) quanto a frequéncia
de marcacéo: 0 (ausente), 1+ (< 10% de marcacao celular), 2+ (10% a 30% de
marcacdo celular), 3+ (30% a 70% de marcacao celular) e 4+ (> 70% de

marcacao celular), considerando-se todo campo de tecido corado.



O perfil imunoistoquimico das lesdes foi considerado como positivo
guando as células apresentavam coloracdo acastanhada para os marcadores
avaliados.

As laminas coradas por H.E. foram utilizadas como controle em relagéo
a observacédo das regides imunomarcadas pelo anticorpos anti-p53, anti-p63 e
anti-PUMA.



V RESULTADOS

Do total de seis amostras analisadas, cinco foram diagnosticadas como
carcinoma de células escamosas corneal e um como ceratite actinica. Na
Tabela 2, apresenta-se a descricdo das amostras coletadas e, na Tabela 3, a
graduacdo em relacdo a malignidade dos casos de CCE de cOrnea.

TABELA 2- Distribuicdo das amostras tumorais coletadas em caes, segundo a
idade, raca, sexo, localizacdo e diagnostico histopatolégico.
Aracatuba, 2013

Amostras Idade Raca Sexo Localizacao Diagnaotico
corneal histopatoldgico
Buldogue Axial
1 9 o F CCE
inglés
Paraxial
2 11 Boxer M o CCE
inferior
. Nasal
3 9 Weimaraner F o CCE
inferior
4 13 Boxer F Axial CCE
Temporal
5 10 SRD F o CCE
inferior

6 7 Boxer F Difusa Ceratite actinica




TABELA 3- Descrigdo histologica das amostras de carcinoma de células
escamosas corneal quanto ao grau de malignidade encontrado.
Aracatuba, 2013

Grau de malignidade

Amostras
Pleomorfismo Infiltrado inflamatério Mitoses em 10 campos
(obj. 40x)
1 Moderado Moderado de permeio 36
2 Moderado Moderado 9
3 Acentuado Acentuado 21
4 Acentuado Intenso 13
Queratinizacéo
individual de células
5 Acentuado Intenso 4

Queratinizacéo

individual de células

N&o foi observada qualquer expressdo para as proteinas p53, p63 e
PUMA na amostra controle, demonstrando que ndo ha& marcacao
imunoistoquimica quando a proteina ndo mutante esta presente, significando
atividade normal destas proteinas mencionadas. Por outro lado, marcacéo
positiva foi observada em todas as amostras dos CCEs corneais e na ceratite
actinica (Tabela 4). As proteinas p53 e p63 foram expressas com marcacdes
nuclear e citoplasmatica, e a proteina PUMA com marcacdo apenas
citoplasmatica, em 100% dos casos. Os fragmentos de tecido neoplasico
apresentaram forte expressao para a citoqueratina PCK-26, confirmando, desta

forma, a origem epitelial dos tumores (Figuras 2 a 4).



TABELA 4- Representacdo grafica das amostras avaliadas quanto a

intensidade e frequéncia da marcacédo, segundo oS

diferentes marcadores utilizados. Aracatuba, 2013

Amostras p53 p63 PUMA Citoqueratina
I F I F I F
1 +1  +1 +3  +4 +1  +2 +
2 +2  +1 +3 +4 +2 43 +
3 +1  +1 +1  +2 +1  +1 +
4 +3  +2 +3 +4 +2  +1 +
5 +1 +3 +2  +4 +1  +2 +
6 +2  +1 +1 42 +3 42 +

Legenda: I: intensidade, F: frequéncia, +: positivo/presente



FIGURA 2-

Imagem do caso representado pela amostra 1
apresentando CCE corneal axial (A). Fotomicrografia do
histopatologico da mesma amostra, HE, 4x (B).
Fotomicrografias da imunoexpressao para citoqueratina,
20x (C), para a proteina p53, 40x (D); para a p63, 20x
(E); e para PUMA, 40x (F).



FIGURA 3-

Imagem do caso representado pela amostra 4
apresentando CCE corneal axial (A). Fotomicrografia
do histopatolégico da mesma amostra, HE, 4x (B).
Fotomicrografias da imunoexpressao para
citoqueratina, 40x (C), para a proteina p53, 40x (D);
para a p63, 20x (E); e para PUMA, 40x (F).



100 pm

FIGURA 4- Imagem do caso representado pela amostra 6

apresentando ceratite actinica (A). Fotomicrografia do
histopatolégico da mesma amostra, HE, 10x (B).
Fotomicrografias da imunoexpressao para
citoqueratina, 40x (C), para a proteina p53, 40x (D);
para a p63, 20x (E); e para PUMA, 20x (F).



VI DISCUSSAO

O diagnéstico das neoplasias oculares pode ser realizado utilizando-se a
histopatologia e a imunoistoquimica, entre outros meétodos. Utilizamos o
diagnéstico histopatolégico para os tumores e a imunoistoquimica por
imunomarcacao da citoqueratina, confirmando que se tratavam de tumores de
origem epitelial.

O presente estudo demonstrou que o acumulo anormal das proteinas
p53, p63 e PUMA esteve presente no CCE corneal de cédes e na ceratite
actinica, porém com variacdo da intensidade e frequéncia de marcacéo,
sugerindo a disfuncdo destas proteinas com provavel envolvimento na
carcinogénese desta neoplasia.

Uma pesquisa do banco de dados COPLOW (Comparative Ocular
Pathology Lab of Wisconsin) identificou 26 casos de CCE de coérnea
diagnosticados entre 1978-2008, e observou-se uma forte predilecdo em racas
braquicefalicas com idade média de 9,6 anos (DREYFUS et al., 2011); e nosso
trabalho corroborou os dados encontrados nesse estudo.

A expressao aberrante da proteina p53 tem sido descrita no carcinoma
de células escamosas conjuntival (SIRONI et al., 1999) e, recentemente, Lopes
et al. (2010) verificaram uma elevada presenca e expressao do gene supressor
de tumor TP53 e do oncogene c-Myc nos tumores de anexos oculares de cées,
utilizando as técnicas de PCR, RT-PCR, PCR ELISA e RT-PCR ELISA; porém
sdo raros os estudos sobre a funcdo desse gene ou de seu produto no CCE
corneal de cédes. Da mesma maneira que Montiani-Ferreira et al. (2008)
observaram, em um caso de CCE corneal canino, a forte expressao da p53 por
imunoistoquimica, sugerindo que uma mutacéo do TP53 pode ter causado este
CCE primario da cérnea. Em nosso estudo também foi encontrada a expressao
desta proteina p53 em todas as cinco amostras. Ja Takiyama et al. (2010)
relataram dois casos de CCE corneal em cdes que ndo expressaram a proteina
p53.



A radiacdo ultravioleta (UV) é mutagénica para 0 gene supressor de
tumor TP53, e a superexpressdao desse gene € provavelmente uma
consequéncia da exposicdo a radiacdo ultravioleta (MONTIANI-FERREIRA et
al.,, 2008). Essa radiacdo € considerada o principal agente cancerigeno
associado ao CCE. Os cées, utilizados em nosso estudo, residiam na regido de
S&o José do Rio Preto- Sdo Paulo, onde os niveis de raios UV sao
substancialmente elevados, chegando a atingir valores extremos que oscilam
entre os graus 12 e 13, em uma escala de zero a 14. A partir do nivel 8 na
escala, o indice ja é considerado muito alto e, ao chegar no grau 11, passa a
ser identificado como extremo (INPE, 2013), além de uma temperatura média
anual de 23,6°C (CEPAGRI, 2013). Esses dados demonstram que a mutacéo
deste gene TP53 pela radiacdo ultravioleta pode estar envolvida no
desenvolvimento do carcinoma de células escamosas em caes, como também
relatou Montiani-Ferreira et al. (2008) ao demonstrarem que a mutacdo da
proteina p53, pode ter surgido devido a uma mutacdo do gene TP53 pela
radiacdo ultravioleta, uma vez que o caso relatado refere-se a um céo oriundo
de uma regido com grande indice de radiac&o solar.

Dreyfus et al. (2011) indicaram que a conformacdo dos olhos dos
braquicefalicos, fortemente representados nesse estudo, certamente aumenta
a exposicado a qualquer irritante ambiental, incluindo a luz UV, o que pode ter
contribuido para a mutacdo do gene TP53. A luz UV pode desempenhar um
papel contributivo, como acontece em outras espécies (bovinos, equinos, seres
humanos) e tem sido implicada pela expressao positiva da p53.

A constatacdo da expressdo da p53 na amostra com diagnostico de
ceratite actinica, pode sugerir um evento precoce na progressao da displasia
para o carcinoma de células escamosas, apesar de ter sido encontrada em um
anico caso. Justificando essa possibilidade, Coulter et al. (1995) aventaram a
mesma hipétese quando da ocorréncia dessa expressao no carcinoma de
células escamosas humano, suportando a possibilidade de que a mutacao de
p53 é um evento molecular no estagio inicial do desenvolvimento desta

neoplasia.



Assim como a p53, a proteina PUMA é importante na apoptose, sendo
um alvo principal de p53 e desempenha um papel-chave, com capacidade para
ligar e inibir as proteinas anti-apoptéticas Bcl-2 (CHIPUK; GREEN, 2009;
MAXIMOV; MAXIMOV, 2008). A expressao de PUMA foi observada em todas
as amostras nesse estudo, porém com marcacao apenas citoplasmatica. A
escasses de trabalhos relacionando a funcdo de PUMA com a patogénese do
carcinoma ocular € notoria; porém, Lopes (2012) demonstrou, has amostras de
carcinomas de células escamosas de anexos oculares de caes, uma super
expressdo de PUMA, o que relaciona esse achado com a saida do citocromo-c,
dando inicio ao processo de apoptose.

De acordo com Callus et al. (2008), PUMA pode causar a apoptose na
auséncia de p53. Em seu estudo, Yoo et al. (2007) ndo encontraram qualquer
associacao significativa de expressao da PUMA com a expressdo da p53, o
gue sugere que podem haver outros mecanismos envolvidos na expressao
desta proteina, além da transativacdo da p53. Aqui pudemos notar que todas
as amostras expressaram, tanto p53, quanto PUMA, o que sugere que ha
alguma relacéao entre ambas.

N&o ha qualquer evidéncia de que p63 € um gene supressor de tumor
como o TP53, porém ela pode desempenhar um papel na replicacao celular,
por competir com TP53 para se ligar ao DNA ou através de uma interacéo
direta com p53 ligado ao DNA e, por isso, pode ter importancia no
desenvolvimento das neoplasias. Adjutoriamente, a sua capacidade para ativar
p53, induzir a apoptose e bloquear o ciclo celular deve ser considerada
(STOCKMANN, 2011). A expressado da proteina p63 tem sido descrita em
CCEs de varios tecidos, favorecendo a idéia de que a sua superexpressao
pode desempenhar um papel na oncogénese desta neoplasia (REIS-FILHO et
al.,, 2002); mas ndo ha pesquisas demonstrando sua funcdo no carcinoma
escamoso corneal. No presente estudo, a expressdo da proteina p63 foi mais
intensa em todas as amostras, quando comparada as outras proteinas
avaliadas. Kaufmann et al. (2001) relataram que a deteccdo de p63 no

carcinomas de células escamosas do homem, aparentemente, ndo depende do



grau do tumor. Reis-Filho et al. (2002) informaram que, provavelmente, a p63
ndo esta associada ao grau de diferenciacdo ou ao comportamento biolégico
agressivo; da mesma forma que encontrado aqui, onde ndo foi possivel
relaciona-la com o grau de malignidade encontrado no CCE corneal.

De acordo com Bergholz e Xiao (2012), evidéncias clinicas sugerem que
a p63 pode desempenhar um papel na inibicdo da metéastase, sendo a
deficiéncia desta proteina um fator causal para a propagacdo metastatica. Dos
seis caes utilizados neste estudo, em quatro deles foram realizados exames
laboratoriais e de imagens, ndo sendo encontrada qualquer evidéncia de
metastases, porém essa correlacdo descrita pelos autores requer melhores
investigacoes.

Pelosi et al. (2002) demonstraram que 0 acumulo progressivo de células
imunorreativas para p63 na metaplasia escamosa, displasia in situ e CCE
invasivo pode indicar um papel importante para esta proteina no
desenvolvimento do CCE, pois foi observado aumento da prevaléncia da
imunorreatividade de p63 de pré-neoplasias (hiperplasia e metaplasia) para
lesdes displasicas escamosas e CCE invasivo. Diferentemente deste trabalho
citado, ndo encontramos uma menor expressdo da p63 na ceratite actinica,
uma lesdo pré neoplasica, quando comparada ao carcinoma escamoso.
Porém, trata-se da analise de apenas uma amostra.

O indice mitotico (IM) € uma medida indireta da proliferacdo celular
baseado na quantificacdo de figuras de mitose em uma amostra
histopatolégica. Tem sido demonstrado que o IM é um forte elemento pré-ditor
do resultado para uma variedade de canceres humanos e de cées, incluindo os
carcinomas de tiredide, e de mama, sarcomas, entre outros, podendo ser um
indicador de progndstico adicional (ROMANSIK et al., 2007).

As amostras aqui utilizadas foram graduadas quanto a sua malignidade,
utilizando o IM como principal referéncia e, diferentemente de Lopes (2012),
gue encontrou uma alta expressao das proteinas p53 e p63, principalmente nas
amostras que foram diagnosticadas com um maior grau de malignidade como

0s carcinomas, em nosso trabalho, ndo foi observada relacdo entre maior



indice mitGtico e, portanto, maior malignidade, com uma maior expressdo de
gualquer uma das proteinas analisadas. Desta forma, nédo foi possivel
correlacionar a taxa de expressao da proteina com o grau de malignidade
tumoral do CCE corneal de caes.

Todos 0s nossos casos de CCE apresentaram marcacgao tanto nuclear,
guanto citoplastmatica, para p53 e p63, e apenas citoplasmatica para PUMA. A
marcacgao citoplasmatica com o anticorpo p53, apesar de ndo ser especifica, €
considerada verdadeira, por alguns autores. A expressdo citoplasmatica
aumentada da p53 € consequéncia do sequestro da proteina alterada neste
compartimento celular, o que proporciona sua inativacdo relacionada ao
processo neoplasico. A expressdo citoplasmatica dessa proteina pode estar
relacionada a diferencas na regulacdo do ciclo celular, que implicam no
aumento do risco potencial de invasédo do tumor. Acredita-se que a marcacéao
citoplasmatica € mais frequente do que a literatura informa. Este fato indica
uma nova via de sinalizacdo para estes tumores, que pode ser ou ndo uma
forma de transformacdo como caracteristica de um tumor mais agressivo
(TEIXEIRA et al., 2011). Quanto a expressao citoplasmatica das proteinas p63
e PUMA, nenhuma referéncia foi encontrada na literatura e, por isso, outros
estudos sdo necessarios para elucidar tais achados. O mesmo pode ser
extrapolado para os CCEs corneais, em que os estudos, ainda, sdo parcos na
literatura.

Devido a grande importancia da via p53, a compreensdo dos
mecanismos da funcdo desta proteina é um dos principais desafios atuais, e tal
conhecimento pode fornecer novos alvos e abordagens para a manipulagéo
terapéutica desta via no tratamento do cancer. O desafio no futuro sera utilizar
tais conhecimentos, assim como de outras proteinas, para desenvolver
estratégias altamente eficazes, bem como, novos farmacos para prevencao e

tratamento do cancer, com menores efeitos colaterais (BAI; ZHU, 2006).



VIl CONCLUSAO

A expressao das proteinas p53, p63 e PUMA, pela imunoistoquimica, foi
presente nos CCEs corneal de cées sugerindo que sédo importantes no

desenvolvimento desta neoplasia.

A expressdo das proteinas estudadas nédo esta realcionada a gravidade
do carcinoma escamoso corneal, ja que seu grau de expressdo nao se

relacionou a agressividade do tumor.

E possivel que haja uma forte relagdo da exposicéo a radiacéo solar e a
mutacdo do gene TP53 com perda da funcdo de sua proteina, podendo

ser um evento importante na carcinogénese do CCE corneal de céaes.
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