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CAPITULO 1 — CONSIDERACOES GERAIS

5. NEOPLASIAS OCULARES EM PEQUENOS ANIMAIS

As neoplasias, quaisquer que sejam, decorrem de alteragBes bioquimicas,
genéticas e anatdomicas de células e tecidos normais. Estas células sofrem
modificacdes tornando-se diferenciadas das normais, inclusive nas suas
propriedades; crescem autonomamente, sem ou com pouca relacdo com o0s
mecanismos reguladores intra e intercelulares observados nos tecidos normais.
Tais alteracdes podem ser geradas por agentes extrinsecos e intrinsecos, ou
ainda pela combinacdo desses. Em cées e gatos, os fatores extrinsecos mais
comuns sao a radiacdo ultravioleta (UV) e ionizante (podendo causar o
carcinoma epidermoide da pele em gatos brancos e que afetam menos
freqientemente os cées), agentes virais tumorais (virus da leucemia felina —
FelLV, virus do sarcoma felino), e agentes quimicos carcinogénicos (petroleo,
poliésteres e xileno, solventes de inseticidas topicos presentes em xampus
antipulgas e carrapatos). Dos fatores intrinsecos podemos citar a dieta, pois
por exemplo, o alto consumo de gordura € um fator predisponente a tumores
de mamas. Citam-se ainda, efeitos hormonais (prostaglandinas) e
predisposicdo genética (caes da raca Boxer tendem a apresentar mais
neoplasias quando comparados as outras racas caninas) (MORRISON, 1998).
Em se tratando de tumores oculares, podemos citar como fatores

predisponentes a idade (KREHBIEL, 1975; ROBERTS, 1986), genética



(MORRISON, 1998), infeccéo por virus (MORRISON, 1979; BONNEY, 1980;
WILLIAMS, 1981), exposicao frequente a raios solares (MORGAN, 1969;
BISTNER, 1998) e presenca de neoplasias de comportamento metastatico em
outros tecidos/6rgaos (MORGAN, 1969).

Os tumores que acometem as palpebras e a terceira pélpebra de céaes
apresentam maior incidéncia em animais idosos e séo tipicamente benignos
(AQUINO, 2007). Tumores malignos, incluindo adenocarcinoma, melanoma,
carcinoma de células basais e de células escamosas, sao infrequentes, e
representam uma porcentagem em torno de 8,2% dos tumores. Nestes casos,
sao comparativamente maiores em tamanho, mas com pequeno potencial
metastatico (HIRAI et al., 1997; KREHBIEL, 1975). A aparéncia clinica da
neoplasia e seus sinais clinicos variam consideravelmente de acordo com a
regido acometida, podendo mimetizar um processo inflamatdrio ocular no inicio
até um quadro de uveite e/ou glaucoma (WILLIS, 2001). Os animais sé&o
trazidos pelos seus proprietarios por apresentarem inameros sinais clinicos
oculares como presenca de formagbes pedunculadas (BISTNER, 1998;
BONNEY, 1980), feridas crbnicas, hifema “olho vermelho”, buftalmia, epifora,

secrecao abundante, entre outros (BISTNER, 1998).

No homem, a incidéncia de carcinomas de células basais e carcinomas de
células escamosas é de 62,2% e 8,7%, respectivamente. A faixa etaria de
ocorréncia encontra-se entre 62 e 80 anos. Alguns estudos evidenciam ainda,

que esta incidéncia teve um aumento significante nos dltimos anos,



aumentando os valores de 1,5 por milhdo para 5,1 por milhdo de pessoas

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

O diagnostico ndo pode ser baseado somente em achados clinicos ou
radiograficos. Sdo necessarios exames complementares citoldgicos para se
estabelecer o diagnéstico definitivo. No caso de tumores oculares, os exames
comumente realizados s&o: aspirado por agulha fina, bidpsia incisional ou
excisional, que permitem a realizacdo de exames histopatolégicos ou
imunoistoquimicos. Em principio, todos os tumores devem ser submetidos a
exames histolégicos, pois mesmo 0s noédulos pequenos, com aparéncia

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

Os métodos de tratamento mais comumente empregados para neoplasias
palpebrais, tanto em seres humanos como em cées, ainda estado restritos a
remocao cirargica do crescimento tumoral, crioterapia e excisdo a laser. As
radiacdes ionizantes também podem ser utilizadas, mas se limitam a alguns
tipos tumorais e localizagbes. O uso do Estroncio-90 foi relatado por ANDRADE
et al. (2003) como tratamento de carcinomas de terceira palpebra. No estudo
concluiram que tal procedimento é uma alternativa viavel para a preservagao
desta estrutura ocular, com vantagens do baixo custo quando comparado com
as outras opg¢Oes de tratamento, sendo passivel de ser realizado na rotina de

hospitais e clinicas veterinarias.

O modo de crescimento de uma neoplasia é freqientemente o indicador da
sua invasividade relativa. Lesbes expansivas, bem circunscritas, sao mais

facilmente excisadas; tumores infiltrativos com ou sem ulceracdo sdo mais



agressivos, apresentando alta taxa de recidiva pos-operatéria (ROBBINS e
COTRAN, 2005). Tradicionalmente, cerca de 50% dos caes com tumores
malignos comprovados por bidpsia, sofrem recidivas ou metastases apés a
excisdo cirurgica. Tal procedimento € recomendado para a maioria dos caes
que apresentam este tipo de neoplasia, e 0 objetivo terapéutico € remover toda
a evidéncia macroscopica de tumor (DUBIELZIG, 1990). A excisdo ndo deve
ser realizada também em animais que possuam carcinomas inflamatoérios ou
moléstias metastaticas. A alta taxa de recidiva indica a incapacidade de
remocdo de todos os focos de células malignas. A avaliagdo completa,
incluindo as radiografias toracicas, a palpacdo cuidadosa dos linfonodos
periféricos, tecido mole adjacente e estruturas 0sseas, assim como analises

laboratoriais adequadas, s&o pré-requisitos para o0 tratamento cirdrgico

adequado (KIRK, 2003).

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

rapido (ROBERTS, 1986).

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

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



carcinoma infiltrativo esta associado a um indice de recidiva significativamente

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

Apesar de uma profunda investigacdo clinico-patoldgica ser a base para o
manejo inicial das neoplasias, pouco se conhece sobre os progndésticos e as
causas dos tumores em caes. Estratégias clinicas e patoldgicas estdo sujeitas
a inumeros erros, e métodos de visualizagdo por imagem ndo sdo sensiveis o

suficiente para uma avaliacéo concreta (POPQV, et al., 1997).

Usualmente, um conjunto de alteracdes moleculares em diferentes niveis de
regulacdo é responsavel pelo estabelecimento do cancer, de modo que uma
simples alteragdo celular 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 promoc¢ao da neoplasia (FARIA e RABENHORST,

2005).

6. CONCEITOS SOBRE OS GENES SUPRESSORES p53 e c-Myc
2.1 Gene supressor p53

Os genes que controlam o crescimento celular, regulam a proliferagéo e a
diferenciacdo de células com algum tipo de alteracdo e as protegem, sao
chamados genes supressores. Ja 0S oncogenes, caracterizam-se pela

capacidade de promover o crescimento celular na auséncia de sinais



mitogénicos normais e seus produtos sdo chamados de oncoproteinas

(ROBBINS E COTRAN, 2005).

Acredita-se que mutacdes do gene p53 sdo as alteracdes genéticas mais
comuns em neoplasias em cées, entretanto pouco se sabe sobre ele e suas
mutagbes (FARIA, 2005). Indmeros estudos tém tido como foco de
investigacdo a significancia do papel do gene p53 e a sua patogénese numa
grande variedade de neoplasias que acometem o homem e o0s caes.
Entretanto, os estudos revelam que o mesmo esta expresso em pouco mais de
50% dos tumores. A sua participacdo na evolugdo clinica e resposta
terapéutica constitui-se na base potencial do desenvolvimento de novas
terapias (JOHNSON, 1998; ROBBINS E COTRAN, 2005). A capacidade da
proteina P53 em controlar a apoptose em resposta a lesdo do DNA apresenta

importantes implicagfes terapéuticas praticas.

Apoptose constitui-se em um processo de morte celular sem reacdo
inflamatoria, diferentemente da necrose celular. Ela consiste de uma série de
eventos intracelulares, os quais ocorrem por meio de uma sequéncia padréao e
idéntica, mesmo quando desencadeada por fatores bastante distintos (PINHO,

2005).

A radiacéo e a quimioterapia, que sdo duas modalidades de tratamento do
cancer, promovem uma lesdo no DNA, e subsequente apoptose. Tumores que
mantém o gene supressor p53 preservado sdo mais provaveis de responder a
tais tratamentos do que tumores que apresentam alelos mutantes. Entretanto,

neoplasias que apresentam mutacdes deste gene sao relativamente resistentes



a protocolos de quimioterapia e radioterapia. Com base nesses dados, o
desenvolvimento de novas alternativas de tratamento tem sido investigadas,
visando aumentar a atividade da proteina P53 em regular a proliferacdo de
células tumorais, ou induzi-las a apoptose, eliminando de forma seletiva as
células tumorais com funcéo anormal do p53 (ROBBINS E COTRAN, 2005).
Neste sentido, SHIMADA et al. (2006) ao investigarem a viabilidade,
seguranca, atividade biol6gica e a eficacia do tratamento utilizando terapia
génica adenoviral com o gene supressor p53 (Ad5CMV-p53- ADVEXIN®) em
pacientes humanos com carcinoma de células escamosas esofagico,
observaram reducdo na taxa de crescimento tumoral, seguranca e viabilidade
do seu uso. TOLCHER et al. (2006) demonstraram a mesma viabilidade e
seguranca ao analisar a farmacocinética deste medicamento. FUJIWARA et al.

(2006) obtiveram os mesmos beneficios clinicos em pacientes com tumores de

pulmao.

Na maioria dos casos as mutacdes de inativagdo afetam ambos os alelos do
p53 e sao adquiridas no processo de divisdo das células somaticas, porém a
frequéncia destes eventos é baixa. Alguns casos de herdabilidade de um alelo
mutante também s&o observados. O fato das mutagbes serem comuns em
diversos tipos de tumores sugere que a proteina P53 (uma proteina nuclear)
funciona como uma guardid critica contra qualquer formac¢do do cancer.
Acredita-se que a mesma esteja relacionada com a manutencao da integridade
do DNA e tem suma importancia no mecanismo de reparacéo celular. E

evidente que o p53 age como um “policial molecular’ que impede a propagacao



de células geneticamente lesadas e induz a apoptose em células com danos
irreparaveis no DNA (JIANG, et al.,, 1999; MUTO et al., 2000; ROBBINS &
COTRAN, 2005). Tumores que apresentam funcionalidade anormal do gene
p53 sdo, em geral, mais resistentes a apoptose, e acumulam mutacdes

adicionais que contribuem para a progresséo da neoplasia (LEVINE, 2000).

Acredita-se que mutacdes do gene p53 sejam a alteracdo genética mais
comum em tumores mamarios em cadelas (VAN LEEUWEN et al., 1996),
assim como outros tipos tumorais que acometem o homem e os caes. Poucos
sdo os relatos de estudos do p53 em neoplasias que acometem o0s cées
(VELDHOEN & MILNER, 1998; LEE, et al., 2002; LEE et al., 2004; ZUCCARI,
et al.,, 2004; KELLER, et al., 2007). Algumas anormalidades deste gene tém
sido documentadas em carcinomas de tirebide (DEVILEE et al.,, 1994),
papilomas orais (MAYR et al., 1994), osteossarcomas (VAN LEEUWEN et al.,
1997), adenoma da glandula perianal (MAYR et al., 1997) e linfomas
(VELDHOEN et al., 1998). A super-expressao da proteina P53 também foi
observada em tumores epiteliais, mesenquimais e de células redondas
(VELDHOEN & MILNER, 1998). Muto et al. (2000) detectaram algumas
alteracdes nos éxons 5-8 em tumores mamarios de caes, desde os tumores

benignos até os carcinomas.

CARVALHO et al. (2005) ao analisarem a presenca da proteina P53 em
carcinomas oculares de bovinos, concluiram que existe uma alta correlacéo
entre a mutacdo génica do gene p53 com inumeros tumores solidos, e que, a

super-expressdo e o acumulo desta proteina nestes tipos tumorais sugerem



uma possivel mutacdo neste tipo de neoplasia. Salientaram ainda, que estudos
moleculares mais especificos sejam realizados a fim de se promover um maior
esclarecimento da relacdo do acumulo desta proteina com a mutagédo do gene
p53. Na atualidade, os estudos tem se voltado para a pesquisa da possibilidade
de se criar alternativas para a inativacdo do gene p53 e suas alteracoes em
alguns casos de neoplasias de cédes, uma vez que 0 mesmo € reconhecido
como de grande potencial na terapia anti-cancer (VELDHOEN & MILNER,
1998). Nao foram encontradas pesquisas referentes ao estudo da presenca e
expressdo deste gene supressor em tumores que acometem o bulbo ocular e

seus anexos no homem e nos animais de companhia.

2.2 Gene Supressor c-Myc

O papel do gene c-Myc no cancer foi inicialmente apontado por Varmus e
Bishop, ganhadores do prémio Nobel em 1989. Entretanto, os estudos estavam
se iniciando em 1911, quando Peyton Rous evidenciou que um sarcoma tipico
em aves poderia ser transmitido através de extratos tumorais néo-celulares,
sugerindo que algum virus poderia ser o possivel agente etioldégico desta
neoplasia (citado por FARIA, 2005). Baseado neste trabalho, Sheiness e
Bishop (1979), ao estudarem um sub-grupo de retrovirus (Viral Avian
Myelocytomatosis) causador da mielocitomatose em aves, identificaram o gene
v-Myc. Subseqientemente, o gene c-Myc (de cell) foi identificado como o
homologo celular deste gene retroviral, sendo sua super-expressao

demonstrada em varios tumores humanos e animais (DANG, 1999).



O gene c-Myc estd localizado na regido cromossbmica 8g24.1,
compreendendo 3 éxons, cujos produtos (p64 e p67; de protein, seguido do
peso molecular em kDa) consistem em fosfoproteinas nucleares altamente
conservadas (TAUB et al., 1982; LUSCHER e EISENMAN, 1990). Ha relativa
abundancia da P67 em relacao a P64, também conhecidas como Myc-1 e Myc-
2, respectivamente, embora as quantidades das isoformas variem de acordo
com os tecidos. Uma terceira isoforma da proteina c-Myc, denominada de Mys-
s (do inglés short) ou Myc-3, foi descrita recentemente (SPOTTS et al., 1997).
Logo depois da descoberta do c-Myc, dois outros genes relacionados foram
encontrados amplificados em canceres humanos: o n-Myc (nos
neuroblastomas) e o |-myc (nos carcinomas do pulméo, do inglés lung).
Adicionalmente, dois novos genes foram identificados, contudo somente em
roedores: 0 B-Myc e o S-Myc. O conjunto desses cinco genes € denominado
genericamente como familia de genes Myc (MELKOUMIAN et al., 2002). A
proteina C-Myc contém duas sequéncias de localizacdo nuclear (NLS) e
dominios estruturais que a caracterizam como um fator de transcricdo. Os
primeiros 143 aminoé&cidos da porcado N-terminal compreendem o dominio de
transativacdo (TAD), que contém as regides chamadas Myc boxes (Mb) | e II.
Estas lltimas sao intrinsecamente ligadas as atividades biol6gicas exercidas
pela C-Myc e altamente conservadas entre os membros da familia. A por¢ao C-
terminal contempla trés importantes dominios: [1] a regido basica (BR),
implicada no reconhecimento especifico da sequiéncia do DNA, [2] a helix-loop-

helix (HLH) e [3] o zipper de leucina (LZ), estas Ultimas responsaveis pela



formacdo de heterodimeros especificos entre a C-Myc e seus ligantes
(PELENGARIS et al., 2002; FACCHINE e PENN, 1998).

O funcionamento altamente regulado do ciclo celular permite reparos a
danos ao DNA antes da replicacdo, resultando na integridade gendmica. A
proliferagdo celular desordenada pode desencadear erros, ocasionando novas
mutacOes e aberracdes cromossOomicas. A superexpressao do c-Myc, mesmo
que transitoriamente, parece induzir instabilidade cromoss6mica, caracterizada
por amplificagbes, aneuploidias e poliploidias (LEVENS, 2002). Outros estudos
sugerem que a proteina C-Myc promove a producdo de radicais livres pelas
mitocondrias, acarretando em danos ao DNA e, assim, instabilidade gendmica
(AMATI et al., 1998). A proteina C-Myc também apresenta importante papel na
diferenciacdo celular. Demonstrou-se que a baixa expressdo de C-Myc é
acompanhada de diferenciacdo precoce e parada permanente da ciclagem
celular (CANELLES et al., 1997). Por outro lado, a expressao ectopica de C-
Myc é suficiente para bloquear os mecanismos de diferenciacdo celular
(ONCLERCQ et al., 1989).

Liao et al. (2003) e Amariglio et al. (2007) identificaram a presenca de
mutacOes e algumas modificagbes na expressao do gene c-Myc em tumor
venéreo transmissivel de caes, por técnicas de PCR e PCR in situ. Inoue et al.
(1999) concluiram que cada um dos cinco adenocarcinomas mamarios de
cadelas analisados, expressaram a proteina C-Myc, assim como 0s tumores
benignos de origem epitelial. Embora a ligacéo entre este gene supressor e o

cancer esteja bem estabelecida, tanto in vivo quanto in vitro, 0S mecanismos



moleculares que promovem a transformacéo maligna mediada pelo c-Myc nao

sao completamente conhecidos.

Embora haja um grande nimero de evidéncias que sugerem gque 0S genes
p53 e c-Myc influenciem nos processos neoplasicos de origem epitelial em
humanos e em animais, estudos ainda ndo demonstraram as suas atividades

Nnos processos tumorigénicos em neoplasias de palpebra de cées.

7. METODOS DIAGNOSTICOS PARA DETECCAO E EXPRESSAO DE

GENES SUPRESSORES DE TUMOR

A andlise laboratorial de possiveis alteracdes destes genes supressores
pode ser realizada por métodos distintos. A técnica molecular empregada como
rotina laboratorial é a reacdo em cadeia da polimerase (PCR) para a verificagdo
da presenca dos genes, e a reacao em cadeia pela polimerase com transcrigéo
reversa (RT-PCR) para a detecgédo de suas respectivas expressoes. A reacdo
de PCR é considerada um método sensivel e de baixo custo para rotina

laboratorial (VASCONCELLOS, 2008).

A PCR tem sua principal aplicacdo quando a quantidade de DNA disponivel
€ reduzida, e também, em procedimentos cientificos de Biologia Molecular
como amplificacdo para gerar mutagénese, deteccdo de mutacbes ou
preparacao de fragmentos de DNA para clonagem (inser¢cdo em plasmideo, por
exemplo), e ainda, para identificacdo de patégenos. Para a visualizacdo dos

possiveis produtos amplificados, utiliza-se a técnica de eletroforese em gel de



agarose, que se é um método laboratorial Gtil e de baixo custo (CHAN et al.,

2001, LOPES et al., 2007).

A eletroforese em gel de agarose € uma técnica de separacdo de moléculas
gue envolve a migracdo de particulas em um determinado gel durante a
aplicacao de uma diferenca de potencial elétrico. As moléculas sdo separadas
de acordo com o seu tamanho (peso molecular), sendo que as de menor peso
molecular migram mais rapidamente do que as de maior peso. Em alguns
casos, o formato das moléculas também tem influéncia nesta migracéo, devido
a sua maior facilidade em migrar pelo gel. A eletroforese normalmente é
utilizada para separar proteinas e moléculas de DNA e RNA (COMMBS, et al.,

1999; COX et al., 2006).

Outro método de visualizacédo dos produtos oriundos de uma reacdo de PCR
€ a técnica de PCR ELISA. Neste procedimento os produtos de uma reacdo da
PCR sao visualizados e quantificados por meio de uma reacdo de ELISA
(Enzime-Linked-Immunosorbent-Assay). Este procedimento, ainda permite a
afericdo das sequéncias internas dos produtos de uma PCR, um método mais
econdmico e alternativo que o PCR em tempo real (Real Time PCR) (ZHANG

et al., 2000; MANKOC, et al., 2007).

A extragdo de DNA e RNA a partir de tecidos fixados em formalina e
incluidos em parafina é dificil, caro e requer muito cuidado. Inicialmente, alguns
autores reportaram a impossibilidade da analise de DNA e RNA extraidos em

tecidos nestas condicbes (GREER et al., 1991; GALL et al.,, 1993). Porém,



estudos recentes comprovaram por diferentes métodos de extracdo que é
possivel extrair os acidos nucléicos a partir de blocos parafinados de tecidos
fixados em formol. COOMBS et al. (1999), KORBLER et al. (2003), BONIN et
al. (2005), COX et al. (2006), LOPES et al. (2007) e GILBERT et al. (2007)
reportaram que é possivel a extracdo de DNA e RNA integros, por diferentes
métodos a partir de fragmentos de tecidos formolizados e embebidos em
parafina. DIGGLE et al. (2003), SHI et al. (2004), RIVERO et al. (2006) e
CHAN et al. (2006) utilizaram diferentes protocolos para a extracdo de DNA a
partir de tecidos sob as mesmas condi¢des, e concluiram que trata-se de um
método simples e adequado na qual se obtém um DNA de qualidade, o qual

pode ser amplificado facilmente numa reagcao de PCR.
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CAPITULO 2: ARTIGO

DETECCAO E EXPRESSAO DOS GENES SUPRESSORES p53 E ¢c-Myc EM

TUMORES PALPEBRAIS DE CAES

RESUMO

Os objetivos deste estudo foram detectar a presenca e a expressao dos genes
supressores p53 e c-Myc em tumores palpebrais, pelas técnicas de PCR, RT-
PCR, PCR-ELISA E RT-PCR-ELISA que até o entdo ndo foram descritas
nestes tumores e nesta espécie. Foram utilizadas 10 amostras de tumores que
foram fixados em formol e incluidos em parafina. O material foi obtido junto aos
arquivos do Servico de Patologia Veterinaria, sendo nove amostras de tumores
localizados nas palpebras e terceira palpebra e uma de tumor mamario para
controle. Todos os tumores tiveram o seu diagnostico firmado empregando-se
a coloragdo de H.E e imunoistoquimica para citoqueratina AE1/AE3 e vimentina
(V9), marcadores de tecido epitelial e mesenquimal, respectivamente. Os
resultados indicaram que os tumores palpebrais e da terceira palpebra aqui
estudados verificou-se a presenca do gene supressor p53 em 8 amostras
(88,8%, n=8), e entre as amostras positivas (n=8), ele esteve expresso em 75
% delas. O gene supressor c-Myc esteve presente em 5 amostras (55,5%) e
com expressao em 100% delas (n=5). Foi possivel concluir que os tumores
palpebrais e da terceira palpebra de caes expressam o p-53 e c-Myc
identificados pelas técnicas de PCR e RT-PCR, no entanto, as técnicas de
PCR ELISA e RT-PCR ELISA foram mais importantes para avaliacdo da
presenca e expressao do oncogenes estudados, pois permitiram identificar
produtos amplificados que néo foram visualizados em gel de agarose.
Palavras-chave: tumores palpebrais, p53, c-Myc, PCR, RT-PCR, PCR ELISA,
RT-PCR ELISA, cao.



DETECTION AND EXPRESSION OF SUPPRESSOR GENES p53 and c-Myc
IN EYELID TUMORS OF DOGS

SUMMARY

The aims of this study were to detect the presence and the expression of p53
and c-Myc suppressor genes in eyelid tumors of dogs, by the PCR, RT-PCR,
PCR-ELISA and RT-PCR-ELISA techniques, which until then they were not
described in these tumors and in this specie. Ten samples of tumors were fixed
in formalin and included in paraffin. The material was obtained from the
archives of the Department of Veterinary Pathology, being nine samples of
epithelial tumors located in the eyelids and the third eyelid, and a breast tumor
which was used as a positive control of the reactions. All the samples had
reached their diagnosis employing up the HE technique, and the
immunohistochemistry for cytokeratin AE1/AE3 and vimentin (V9). The results
showed that the eyelid and the third eyelid tumors, here studied, (88.8%, n=8)
of them demonstrated the presence of the p53 gene and between the positive
samples (n=8), the expression was around 75%. The c-Myc gene was present
in 55.5% (n=5) of the samples, with 100% of expression (n=5). Thus, it was
possible to conclude that the eyelid and the third eyelid tumors of dogs express
the p53 and c-Myc genes, identified by the techniques of PCR and RT-PCR,
however, the PCR ELISA and RT-PCR ELISA techniques were of extreme
importance for assessing the presence and expression of these studied genes,
and they allowed to identify amplified products that were not visible on the
electrophoresis on the agarose gel.
Key-words: Eyelid tumors, p53, c-Myc, PCR, RT-PCR, ELISA PCR, RT-PCR
ELISA and dog.



2.1 Introducéao

A ocorréncia de tumores oculares em pequenos animais € baixa. Em
cées, 75% a 80% destes tumores sao benignos e acometem, principalmente,
as palpebras de animais entre nove e 10 anos de idade (KREHBIEL, 1975;
WILLIS, 2001). Os tumores das estruturas extra-oculares (palpebras, conjuntiva
e terceira palpebra) sdo mais facilmente diagnosticados por bidpsias aspirativa
(citopatologia) e bidpsia excisional (histopatologia) (ROBERTS et al, 1986).

Grande parte dos tumores extra-oculares é de origem epitelial, sendo
que as neoplasias de trato uveal sdo secundéarias as metastases, e sdo de
origem melanocitica. Os carcinomas de células escamosas, também
conhecidos como carcinoma espinocelular, carcinoma epidermdide ou
escamocelular constituem o grupo de tumores malignos epiteliais. Estas lesGes
originam-se das células epiteliais pavimentosas da epiderme e sua incidéncia
varia de trés até 20% do total da ocorréncia dos tumores cutaneos (BISTNER,
1998). As palpebras, conjuntiva e cornea sdo as estruturas mais
frequentemente afetadas (CARLTON, 1998). Tais tumores sao encontrados
normalmente em animais com a pele hipopigmentada, onde a exposicao
cronica a luz solar, originan quadros de dermatite como les&o inicial. A analise
macroscopica, observa-se elevacdo de pele, com aspecto de ferida cronica,
geralmente ulcerada, com formato de “couve-flor” e de consisténcia firme,
sendo que em alguns casos, assemelha-se, macroscopicamente, aos
papilomas. A lesdo tem inicio como placa eritematosa, progredindo pelos

estagios de carcinoma in situ e carcinoma invasivo (BISTNER, 1998).



Pelo grau de malignidade, apresenta comportamento invasivo,
abrangendo tecidos adjacentes. Citologicamente observa-se anisocitose,
anisocariose, hipercromasia, figuras mitGticas atipicas com queratinizacédo
citoplasmatica e nucléolos bem evidentes. Alguns tumores caracterizam-se por
células com elevado grau de anaplasia, que se disseminam rapidamente e
produzem metastases nos linfonodos regionais e pulmdes (MORGAN, 1969).

O estudo, abrangendo os aspectos moleculares das neoplasias em caes
ainda se baseia, em grande parte, em técnicas de hibridizacao in situ, que séo
limitadas a um numero pequeno de genes (KUMARAGURUPARAN et al.,
2006). O desvendamento do genoma canino tem apresentado constante
crescimento na ultima década, permitindo a aplicagdo dos seus conhecimentos
gerados, na compreensdo dos mecanismos envolvidos com a génese das
neoplasias (KIRKNESS et al., 2003).

A evolugcdo das pesquisas em biologia molecular, como importante
ferramenta para o estudo de processos neoplasicos, tem identificado uma
ampla variedade de marcadores, que podem constituir a base para a
estratificacdo de vérios tipos de neoplasias no homem e no cdo (LEE et al.,
2004). Um grande numero genes foi identificado durante os ultimos 20 anos.
Estes genes, assim como suas proteinas codificadas, tém multiplos papéis,
participando nas fungdes celulares relacionadas com o crescimento e
proliferacéo celular (ROBBINS E COTRAN, 2005). Muitos deles tém como foco,
a investigacdo do papel do gene supressor de tumor p53, o qual foi atribuido

um papel significativo no desenvolvimento da carcinogénese do homem e dos



cées. A partir de entdo, observa-se uma vasta literatura na busca do real valor
potencial e aplicabilidade clinica deste gene supressor (MUTO et al., 2000).

O gene p53, também denominado de “guardido do genoma”, esta
localizado no cromossomo 17 e no cromossomo 5, no homem e no cdo,
respectivamente, e € o alvo mais comum para alteracbes genéticas dos
tumores em humanos e nos animais. Mutacdes neste gene estdo presentes em
cerca de 50% dos tumores humanos. A perda da atividade do gene p53 pode
ocorrer em todos os tipos de cancer. O fato das muta¢cdes do gene p53 serem
comuns em diversos tumores sugere que a proteina P53 participa como
“guardia critica” contra a génese do cancer, fato que evidencia o seu papel no
impedimento da programacéo de células geneticamente alteradas (ROBBINS,
2005). Assim, esta fosfoproteina nuclear codificada pelo gene p53 possui
algumas funcdes especificas como agente supressor da proliferacdo celular, na
reparacdo do DNA e desempenha um papel importante na inducdo da morte
celular programada (apoptose) (MUTO et al., 2000; JOHNSON et al., 1998;
KOEING et al., 2003).

Estudos recentes deduzem, ainda, que a codificacdo da sequéncia de
aminoacidos para a proteina P53 em cdes apresenta homologia de
aproximadamente 80% com a seqiéncia humana e algumas anormalidades,
como a mutacdo génica do p53, tém sido documentadas em carcinomas da
tirebide, papiloma oral, adenomas, linfomas, osteossarcomas, carcinomas
mamarios e melanomas de cées (LEE et al., 2004; MUTO et al., 2000). Tais

mutacBes do p53 também tém sido relatadas na patogénese de inUmeros tipos



de cancer no homem e no cdo, assim como o comportamento biologico
agressivo dos tumores, prognésticos reservados e alteracdes nas respostas
terapéuticas (JOHNSON et al., 1998; LEE et al., 2002).

O gene supressor de tumor c-Myc tem sido apontado como peca central
na carcinogénese em diversos tumores (LEE et al., 2002). Estudos recentes
demonstraram a participacdo direta e indireta da proteina C-Myc como agente
regulatério do ciclo celular, metabolismo, apoptose, instabilidade gendmica e
sensibilidade a farmacos quimioterapicos (LEE et al., 2004; ROBBINS E
COTRAN, 2005; LEE et al., 2002).

A ativacdo inadequada do gene c-Myc, que contribui para o
desenvolvimento das neoplasias no homem, pode ocorrer por diferentes
mecanismos, como translocacbes cromossdmicas, amplificacdo génica e
insercdo de retrovirus adjacentes ao gene. Outros estudos sugerem que esta
proteina promove a producdo de radicais livres pelas mitocondrias, acarretando
danos ao DNA e, desta forma, gerando instabilidade genomica (ROBBINS,
2005; FARIA, 2006).

Embora a ligacdo entre o gene c-Myc e o0 céancer esteja bem
estabelecida, tanto in vitro quanto in vivo, 0S mecanismos moleculares que
promovem a transformagcdo maligna mediada pelo c-Myc nao foram
completamente desvendados. A super-expressao do gene c-Myc tem sido
verificada em uma grande variedade de neoplasias e os esforcos tém se
voltado para melhor compreender as intrincadas vias moleculares reguladas

por ele e seu possivel impacto frente as mesmas (FARIA, 2006).



Ha relatos da expressao do c-Myc em tumor venéreo transmissivel
(TVT) em cées oriundos de diferentes paises, bem como em melanomas,
osteossarcomas, carcinomas e tumores de mama (LEVINE, 2002; LIAO et al.,
AMARIGLIO, 1991). No entanto, ndao foram encontrados relatos sobre a
expressao dos genes supressores de tumor p53 e c-Myc e suas mutacdes nos
tumores dos anexos oculares do homem e do cdo. Sendo assim, a pesquisa
ora encetada podera colaborar para a melhoria no que tange ao diagndstico,
prognostico e terapéutica do cancer do bulbo ocular e seus anexos, em cées.
Este trabalho teve por objetivos detectar a presenca e a expressao dos genes
supressores de tumor p53 e c-Myc em tumores palpebrais e da terceira
palpebra de caes pelas técnicas de PCR, RT-PCR, PCR-ELISA E RT-PCR-

ELISA.

2.2 Materiais e Método

2.2.1 Amostras

As amostras estudadas foram obtidas junto ao Servico de Patologia
Veterinaria, onde foram selecionados nove casos de tumores dos anexos
oculares no periodo de 1998 a 2005. Foram colhidos fragmentos para as
seguintes andlises: 1) anatomopatoldgica; 2) imunoistoquimica para
citoqueratina e vimentina; 3) PRC para identificacdo dos genes p53 e c-Myc
e 4) RT-PCR para identificacéo de suas respectivas expressoes. A fim de se
verificarem os produtos amplificados que nao foram observados no gel de

agarose, foram realizados o PCR ELISA e RT-PCR ELISA, que se



apresentam como método mais sensivel (MANKOC et al., 2007). Para tanto,
dos blocos parafinados foram retirados trés cortes em seccoes de 10
micrometros (10pm) e armazenados em microtubos de 1,5ml de
polipropileno autoclavados. Em cada microtubo, foram acondicionados trés
cortes histoldgicos, totalizando 30um de fragmentos a serem analisados,
que ficaram armazenados em temperatura ambiente até o momento do inicio
do processo de desparafinizacdo, digestdo e extracdo do DNA e RNA

(BHUDEVI, 2003).

2.2.2 Avaliacdo Anatomopatologica dos tumores

Os fragmentos para analise anatomopatologica foram provenientes de
pecas cirargicas que foram fixadas em formol tamponado a 10 % por no
minimo 72 horas e, posteriormente, incluidos em parafina. Dos blocos foram
obtidos fragmentos de 3 a 4um, que foram corados rotineiramente pela
coloracdo de H.E. (Hematoxilina® e Eosina?) e analisados por microscopia de
luz. As laminas foram avaliadas por um Unico patologista e, posteriormente,

foram documentadas por fotos.

1 . . . . .
Eosin Y (2°,4’,5°,7’-tetrabromofluorescein)- C,0HgBr,Os, Sigma Chemical CO. St Louis, EUA

2 Hematoxilina (C16H1406 PM 302,29. Cromato Produtos Quimicos LTDA. Industria Brasileira. Rua Goioeré, 01, Diadema/SP



2.2.3 Imunoistoquimica

Os cortes histolégicos foram submetidos a imunomarcagdo para
citoqueratina (AE1/AE3; Dako®) e vimentina (V9; Dako®) para confirmacgao da
origem epitelial dos tumores. Inicialmente, realizou-se a desparafinizagéo do
tecido em xilol, & temperatura ambiente por 30 minutos. A hidratacdo dos
cortes foi realizada utilizando-se concentracBes decrescentes de alcool. A
recuperacdo antigénica pelo calor foi realizada em forno microondas com
solucdo de citrato 10 mL (pH = 6.0) (2,1 g de acido citrico monohidratada
diluidos em 1000 mL de &gua destilada) em duas etapas de fervura de 5
minutos cada, deixando-se o material esfriar em temperatura ambiente. As
laminas foram lavadas em &gua corrente e, em seguida, procedeu-se 0
blogueio da peroxidade enddégena com uma solucdo de 100 mL de &gua
oxigenada (20V) diluida em 100 mL de metanol, durante 30 minutos. Na
sequéncia, as laminas foram incubadas com os anticorpos primarios (anti-
citoqueratina e anti-vimentina, Dako®-Cytochemicon), por 18 horas a uma
temperatura de 4°C em camara Umida e, como controle negativo, ndo se
utilizou o anticorpo primario sobre os tecidos. Ato continuo, as laminas foram
lavadas em solugcéo tampédo 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
solugdo tampédo. As diluicbes usadas foram 1:300 para a citoqueratina
(AE1/AE3) e 1:400 para a vimentina (V9) em 1% de soroalbumina bovina

(SAB), cujas diluicbes foram padronizadas previamente. A revelacédo foi



conduzida utilizando-se o cromégeno diaminobenzidina (DAB), com sucessivas
lavagens em solucdo tampdo, agua corrente e agua destilada. Por fim, foi
realizada a contra-coloragdo com Hematoxilina de Mayer (Dako®), 5,0 mL por
lamina e lavagem em agua destilada. As laminas foram desidratadas em
lavagens crescentes de alcoois e xilol e, posteriormente, montadas em resina

sintética.

2.2.4 Tratamento para extracdo do DNA e RNA

As amostras dos tecidos foram cortadas em trés fragmentos de 10pum
cada e colocadas em microtubos estéreis, livres de DNAse e RNAse. Aos
microtubos contendo os cortes, foram adicionados 1,5 mL de xilol, e logo
aquecidos em Banho-Maria a 56C por 10 minutos. Posteriormente, os tubos
foram centrifugados (13.000Xg) a 4°C, durante cinco minutos. O liquido
sobrenadante foi desprezado e este procedimento foi repetido na integra por
mais duas vezes. Em seguida, foram adicionados 1,5mL de etanol absoluto
com agitacdo durante trinta segundos, sendo entdo 0s microtubos
centrifugados (13.000Xg) por cinco minutos a 4°C. O sobrenadante (etanol) foi
desprezado e tal procedimento foi repetido por trés vezes, mas utilizando-se,
agora, concentracdes decrescentes de alcool a fim de se promover a
hidratacdo dos tecidos. Na sequéncia, aos microtubos foi adicionado 1,0mL de
tampéo de lise (Tris 200mM; EDTA 10mM; SDS 0,4%; NACI 400mM))
conjuntamente com 5,0uL de proteinase K (Gibco-BRL®) na concentracao de

Img/mL. Os tubos foram colocados em Banho-Maria a 56TC e a digestédo dos



tecidos foi acompanhada até a sua finalizacédo, porém a adicdo da enzima teve
que ser repetida quatro vezes, em média, em mesma quantidade do que a
inicial, pois a mesma possui acdo entre trés a quatro horas. Finalizada a
digestdo dos tecidos, a temperatura do Banho-Maria foi elevada a 90C por 10

minutos para a inativacao da proteinase K.

As amostras agora ja desparafinadas e digeridas foram submetidas ao
processamento de extracdo do DNA, pelo método do Acetato de Amonio 4 M
(RIVERO et al., 2006) e de RNA, pelo método do Trizol®, segundo instru¢des

do fabricante (Invitrogen™).

2.2.5 Extracdo de DNA pelo método do Acetato de Aménio 4 M

Logo apos a digestdo, as amostras foram submetidas a extracdo de
DNA com Acetato de Amonio 4M para o0 mesmo volume da solucéo de lise
contendo o tecido digerido. Esta mistura permaneceu em descanso no gelo por
cinco minutos sendo centrifugada (13.000Xg) por 13 minutos a 4C. O
sobrenadante foi transferido para um novo microtubo. Em seguida, foi
adicionado 1mL de isopropanol em cada novo microtubo e estes foram
centrifugados (13.000Xg) durante 10 minutos na mesma temperatura. Ato
continuo, o sobrenadante foi descartado e a ele foram adicionados 200uL de
etanol 75%. As amostras foram novamente submetidas a centrifugacdo sob as
mesmas condi¢cdes anteriores, e em seguida o etanol foi descartado. Para

ressuspender o DNA extraido foi adicionado 20uL de H,O NaOH 4M. As



amostras foram armazenadas a temperatura de -80C até o processamento do
PCR. O procedimento acima descrito foi realizado de acordo com Rivero et al.

(2006) com algumas modificagoes.

2.2.6 Extracdo do RNA total — método do Trizol

Logo apOs a desparafinizacdo, as amostras foram submetidas ao
processo de extragdo do RNA com Trizol® em uma Unica etapa, utilizando-se
fenol:cloroformio:alcool isoamilico (50:49:1). Em seguida, os tubos foram
centrifugados (13.000Xg/4°C/10 min). O sobrenadante foi desprezado e o
sedimento contendo o RNA foi lavado com 1mL de etanol 70% e novamente
centrifugado a 7500Xg/4°C/5min. O pellet formado foi submetido a evaporacao
do etanol remanescente, diluido em 20uL de agua ultra-pura adicionada de
DEPEC (Dietil Pirocarbonato, Sigma, D5758). Os tubos foram conservados a -
80°C para posterior processamento de sintese do cDNA (Transcricdo reversa —
RT) (COX et al.,, 2006). A quantificacdo de RNA e DNA foi realizada em

espectrofotometro Eppendorf® Biophotometer (Ag. 22331).

2.2.7 Reacdo em Cadeia pela Polimerase (PCR)

As amostras de DNA e RNA extraidos foram submetidas a purificacdo
utilizando uma enzima para a digestao de moléculas de proteinas inespecificas
(Protein Degration®) e RNAse (Invitrogem™), respectivamente em Banho-

Maria, 56C, por uma hora. Em seguida foi realizada a PCR para amplificacao



de fragmentos de DNA dos genes p53 e c-Myc e do gene constitucional canino

beta-actina, que amplificam fragmentos de 356pb, 317pb e 627pb,

respectivamente (Quadro 1). Foram adicionados aos microtubos de PCR: 5uL

de DNA, 41,5uL de PCR-SuperMix®, 1uL de cada oligonucletideos iniciadores

biotinilados, 7uL MgSO4 e 1uL da enzima TAQ Platinum®.

A reacao de PCR seguiu as seguintes condicoes:

10
20
50
40
50

. - 94°C durante 5 minutos — desnaturacao inicial

. - 94 durante 15 segundos
. - 55T durante 30 segundos — anelamento
. - 68°C por 1 minuto — extensao

. - Extenséo final a 68°C por 10 minutos

40 ciclos

Quadro 1 - Oligonucleotideos iniciadores (primers) do gene constitucional canino e dos genes

supressores p53 e c-Myc utilizados na reacdo de PCR.

Peso
) ] ] Denominacdo dos primers
Primers | molecular Sequléncia de primers
(concentracédo)
(PM)
Beta 627 0b 5-GGGCCAGAAGGACTCCTACGT-3 ACT2+562 (18.6 nmoles)
Actina P Biotin 5-CGGAACCGCTCGTTGCCA-3' ACT3-914 (20.1 nmoles)
p53 356 ob 5-TTGCCAGCTGGCGAAGACCTG-3’ P53+767 (23.5 nmoles)
P Biotin 5-ACCTCGGGTGGCTCATAAGGCA-3’ P53-1123 (17.7 nmoles)
MycT1+ (153.2 nmoles)
c-Myc 317 pb 5'-ATGCACCAAGATTTTCTTCACTGC-3’
o MycT4- (164.2 nmoles)
Biotin 5-TCCTAGAGAAGAACACAGGCAACAC-3’




2.2.8 RT-PCR em uma Unica etapa

As amostras de RNA extraidos foram submetidas ao protocolo ao RT-
PCR (Kit Superscript Ill®) para a verificacdo da expressdao dos genes em
gquestao (p53 e c-Myc) e do gene constitucional canino como controle positivo
da reacdo. As reacoes foram realizadas com: 2uL de RNA total em 25uL do
Tampao 2X do Kit SSIII one step (TAQ Platinum ® High Fidelity), adicionados
de 2uL de cada oligonucleotideos iniciadores (p53 e c-Myc) e do constitucional
canino beta-actina e 2uL da suspensdo de RT-TAQ que ficaram incubados
durante 30 minutos a 50°C. Para a reacdo de RT-PCR, os tubos foram

acondicionados no termociclador (MJ Research-Eppendorf®) sob as seguintes

condicoes:
1°. -94°C -5’
20, -94<C - 15"
0 - - 1
3% -55T¢-30 40 ciclos
40, -68°C-1’
59, - 68°C - 10"

Tanto os produtos da PCR como da RT-PCR foram visualizados por
eletroforese em gel de agarose 1% com 0,5ug/mL de brometo de etideo, cujas
imagens foram detectadas e documentadas pelo sistema KODAKDC290 Digital

Camera.



2.2.9 PCR ELISA E RT-PCR ELISA

A técnica de ELISA foi aplicada junto aos produtos oriundos de possiveis
amplificagbes das amostras submetidas aos protocolos de PCR e RT-PCR.

As amostras da PCR e RT-PCR foram submetidas a trés diluigdes (1:25,
1:50 e 1:100) em tampao carbonato bicarbonato (pH=9.66). Estas diluicdes
foram aplicadas em duplicata no volume de 50uL por cavidade, em microplacas
(Maxisorpt®) e incubadas a temperatura de 37T, durante duas horas. Em
seguida, as placas foram lavadas com solucdo PBS Tween 0,05% por cinco
vezes, utilizando-se um volume de 100uL por cavidade e, em seguida, foram
secas. O bloqueio foi realizado com 100uL de leite desnatado 10%, a 37°C, por
duas horas. Entre as etapas as placas foram lavadas por cinco vezes com
100pL de solugdo de PBS - Tween 0,05%. Em seguida, foram adicionados
50uL por cavidade do conjugado (Streptoavidina-HRP, Zymed®, 1:100) e
incubadas por 40 minutos, a 37C. Adicionou-se 5mg orto fenilenodiamina
(OPD, Sigma®) diluido em 12 mL de solucgéo citrato-fosfato (pH=>5) adicionado
de 50pL de H,O, 3%. Incubou-se por 15 minutos, em temperatura ambiente.
Logo em seguida, a reacao foi interrompida com a adicado de 25uL de HCI 2M.
A leitura foi realizada em um leitor de ELISA (Multiskanreader, Labsystem®)

utilizando filtro de 492nm.



2.2.10 Determinacao do ponto de corte e da curva padrao do ELISA

Para que os resultados dos procedimentos de PCR-ELISA e de RT-
PCR-ELISA pudessem ser avaliados, um grafico, contendo sucessivas
diluicbes e suas respectivas densidades o6pticas, foi confeccionado a partir do
produto da amplificacdo do gene constitucional canino (B-actina) nas amostras
dos tumores. Este produto foi submetido a 13 diluicbes sucessivas (1:25 até
1:202.400 vezes), e as mesmas foram submetidas a técnica de ELISA e os
resultados foram avaliados em comprimento de onda 492nm.

Para a determinacao do ponto de corte, uma média da densidade Optica
das cavidades que n&do continham amostras (branco) foi calculada. Este valor
foi multiplicado por trés e assim foi estabelecido o ponto de corte (cut-off). Este
ponto permaneceu entre as diluicées 1:50 e 1:100 e seu valor em comprimento
de onda (densidade 6ptica) foi de 0,123nm. Amostras com densidades Opticas
acima deste valor de corte foram consideradas positivas, e as abaixo,

consideradas negativas (Figura 1).



Determinacéo ponto de corte (cut-off)
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Figura 1 - Determinagdo do ponto de corte, considerando as densidades Opticas obtidas pela
técnica de ELISA. Os valores estdo expressos em y = densidades O&pticas
comprimento de onda 492 nm e x = diluicdes na razdo 2: 1:25; 1:50; 1:100; 1:200;
1:400; 1:800; 1;1600; 1:3200; 1:6400; 1:12.800; 1:25.600; 1:101.200 e 1:202.400. O
ponto de corte esta destacado como sendo o ponto coincidente entre as leituras
positivas e negativas.

2.3 Resultados
2.3.1 Avaliagbes anatomopatoldgica e imunoistoquimica

Foram diagnosticados os seguintes tumores: carcinoma escamo-celular
(n=4), epitelioma sebaceo (n=2), melanoma (n=1), acrocordon (n=1) e
tricoblastoma (n=1). Um tumor de mama com laudo anatomopatolégico de
carcinoma complexo (n=1) foi utilizado como controle positivo para todas as

reagbes. As laminas coradas pelo H.E foram utilizadas como controle a



observacdo das regibes imunomarcadas para citoqueratina (AE1/AE3) e
vimentina (V9).

Na imunoistoquimica, todos os fragmentos de tecido neoplasico
apresentaram forte expressdo das citoqueratinas AE1/AE3 e auséncia de
imunomarcacédo para tecido mesenquimal, exceto no melanoma, confirmando,

desta forma, a origem epitelial dos tumores (Figura 2).

A B

Figura 2 — Imagem fotogréfica de cortes histoldégicos de carcinoma de células escamosas de
cdo, localizado na terceira palpebra, submetidos a imunomarcacdo para
citoqueratina (A) e vimentina (B) (40X). (A) Nota-se as células epiteliais
imunomarcadas (*) com a coloracdo acastanhada. (B) Nota-se a imunomarcagéo

para vimentina somente dos fibroblastos (amostra 3).

2.3.2 Quantificacdo do DNA e RNA extraidos e relagdo A280/260

Foi possivel realizar a extragdo de DNA e RNA dos fragmentos
parafinados de tumores palpebrais de cées e quantifica-los pelos métodos
descritos. Os valores individuais da quantidade de DNA e RNA extraidos, bem
como a relacdo A260/280, que mensura o grau de pureza dos mesmos
encontram-se descritos na Tabela 1. Pelos valores observados, nota-se que foi
possivel isolar estas moléculas integras e nao degradadas a partir de tecidos

fixados e embebidos em parafina.



Tabela 1 — Quantidade de DNA e RNA extraidos e grau de pureza destas moléculas (relagédo

A260/280) de tumores palpebrais de céaes.

DNA RNA
Amostra []Jpg/mL  Relacdo 260/280 []pg/mL  Relacéo 260/280
1 4,70 1.90 0,90 1.43
2 13,80 1.75 2,10 1.29
3 0,80 1.80 1,40 1.34
4 12,20 1.79 3,40 1.56
5 140,00 1.46 4,20 1.25
6 0,60 1.42 1,00 1.45
7 1,20 1.95 2,80 1.35
8 0,70 1.68 0,90 1.43
9 1,00 1.60 1,20 1,39
10 2,20 1.74 5,00 1.54

2.3.3 Presenca dos genes supressores de tumor p53 e c-Myc por eletroforese
em gel de agarose e PCR ELISA

O gene supressor p53 foi identificado em oito das nove amostras de
tumores analisadas em gel de agarose (Figura 3) e PCR-ELISA (Tabela 2). A
amostra trés (carcinoma de células escamosas da terceira palpebra) néo
revelou produto amplificado em ambas as técnicas utilizadas.

A presenca do gene supressor c-Myc foi detectada em apenas trés
amostras (2, 3 e 5) em gel de agarose e 5 no PCR-ELISA. As demais amostras
(1, 4, 6, 7, 8 e 9) ndo revelaram produtos amplicados para o c-Myc em gel de
agarose. Dentre elas, as amostras 1, 4, 6 e 7 estiveram com valores de produto
amplificado abaixo do ponto de corte no PCR-ELISA. No entanto, nas amostras
1, 8 e 9 que ndo foram identificadas em gel de agarose, tiveram suas

densidades Opticas acima do ponto de corte (0,123nm).



No fragmento de tumor de mama utilizado como controle encontraram
ambos o0s genes pelas técnicas empregadas. Na figura 3 mostra os resultados
das corridas eletroforéticas para ambos o0s genes estudados. Na amostra
controle (carcinoma complexo de mama) foram encontrados produtos
amplificados para ambos os genes estudados em gel de agarose e densidades

Opticas acima do ponto de corte na técnica de ELISA.

2.3.4 Expressao dos genes supressores de tumor p53 e c-Myc pelas técnicas
eletroforese em gel de agarose e RT-PCR ELISA

A expressao do gene p53 foi positiva em quatro amostras em gel de
agarose (2, 5, 8 e 9) e negativa nesta técnica para as demais amostras. No
entanto, as amostras 1 e 6 revelaram a sua expresséo na técnica de RT-PCR-
ELISA empregada totalizando, desta forma, seis amostras positivas para o
p53. Observou-se a expressao do c-Myc em todas as amostras estudadas em
gel de agarose (n=5, amostras 1, 2, 3, 5 e 9) e RT-PCR-ELISA (n=6, amostras
1, 2, 3,5, 8¢e9). O fragmento de tumor de mama utilizado como controle foi
positivo para ambos 0s genes supressores estudados pelas técnicas
empregadas. A Figura 3 e Tabela 2 estdo representadas as bandas e os
valores dos produtos amplicados em gel de agarose e ELISA, respectivamente,
dos tumores estudados. O Quadro 2 mostra todos os resultados obtidos pelas
técnicas empregadas para detec¢do da presenca e expressdo dos genes p53 e

c-Myc dos tumores palpebrais e de terceira palpebra estudados.
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Figura 3 —

Imagens fotograficas dos géis de agarose dos produtos amplificados da deteccéo e
expressdo dos genes supressores p53 e c-Myc de tumores palpebrais e da terceira
palpebra de cdes. A. PCR para o p53; amostras 1, 2, 4, 5, 6, 7, 8, 9 e 10
amplificadas. B. RT-PCR para o p53; amostras 2, 5, 8, 9 e TM amplificadas. C. PCR
para o c-Myc; amostras 2, 3, 5, 8 e 9 amplificadas. D. RT-PCR para o c-Myc;
amostras 1, 2, 3, 5 e 9 amplificadas. PM: Peso Molecular; TM: Tumor de Mama; BC:

Branco (sem amostra).



Tabela 2 — Valores médios individuais da leitura do ELISA dos produtos amplificados para o

p53 e c-Myc pelas técnicas de PCR e RT-PCR de tumores palpebrais de céaes.

Amostra Deteccéo P53 Expressdo P53 Deteccéo c-Myc Expressao c-Myc

(PCR-ELISA) (RT-PCR-ELISA) (PCR-ELISA) (RT-PCR-ELISA)
1 0,240 2,380 0,108 1,140
2 0,150 0,642 0,213 0,150
3 0,060 0,080 0,223 0,480
4 0,185 0,049 0,115 0,050
5 0,198 0,173 0,400 0,146
6 0,180 0,150 0,100 0,060
7 0,185 0,049 0,101 0,049
8 1,039 0,147 0,225 0,147
9 1,220 0,138 0,425 0,146
10 0,680 0,833 0,510 0,178

Quadro 2 — Diagnéstico anatomopatoldgico, deteccdo e expressao dos genes supressores de
tumor p53 e c-Myc em gel de agarose, PCR-ELISA E RT-PCR ELISA, de tumores

palpebrais de caes.

Amostra Diagndstico Deteccéo Expresséo Deteccéo c- Expresséo c-
Anatomopatolégico P53 P53 Myc Myc
GA ELISA GA ELISA GA ELISA GA ELISA
1 Carcinoma de células escamosas + + - + - - + +
2 Carcinoma de células escamosas + + + + + + + +
3 Carcinoma de células escamosas - - - - + + + +
4 Melanoma + +
5 Acrocordon + + + + + + + +
6 Carcinoma de células escamosas + + - +
7 Epitelioma sebaceo + +
8 Epitelioma sebaceo + + + + - + - +
9 Tricoblastoma + + + + - + + +
10 Carcinoma complexo mamario + + + + + + + +
(controle)

Legenda: GA=gel de agarose




2.4 Discussao

O diagnéstico das neoplasias oculares é frequentemente determinado
por exames anatomopatolégico e/ou imunoistoquimica. O mesmo fora
realizado aqui empregando a imunoistoquimica como ferramenta para
confirmacéo que se tratavam de tumores de origem epitelial, pois foi observada
intensa imunoreatividade para as citoqueratinas AE1/AE3 e auséncia da
imunomarcacao para vimentina (V9).

Atualmente, os avancos biotecnoldgicos tém permitido demonstrar a
presenca e a expressdo de genes envolvidos na carcinogénese, o que facilita
uma melhor compreensao dos mecanismos moleculares dos diversos tipos de
cancer (MIES et al., 1994; HAMATANI et al., 2006). Para tanto, foi necessério
extrair DNA e RNA dos tumores que foram fixados e incluidos em parafina.
Encontraram inUmeros obstaculos para obté-los e foram necessarios muitos
ensaios a fim de se padronizar as técnicas de extracdo. A utilizacdo do método
do acetato de amonio 4 M para obtenc&do do DNA foi mais eficaz, pois a relagéo
A260/280 na espectrofotometria mostrou valores superiores de material
extraido (COX et al., 2006). O método do Trizol® (COX et al., 2006) também se
mostrou eficaz para obtencédo do RNA dos tumores que foram analisados.

Optou-se em estudar os genes supressores de tumor p53 e c-Myc no
envolvimento na carcinogénese de tumores palpebrais e da terceira palpebra
do cdo em funcdo de que até o momento tais aspectos nao foram reportados.
Acredita-se que mutacdes no gene p53 sejam as alteracBes genéticas mais

comums, e muitos estudos indicam que as mesmas estdo associadas a



progressdo da neoplasia (LEE et al., 2004). O gene supressor de tumor c-Myc
tem sido apontado como peca central no processo tumorigénico em diversas
neoplasias humanas. Recentes evidéncias reforcam a participacdo direta e
indireta da proteina C-Myc na regulacdo do ciclo celular, e entre outros
aspectos, dos genes alvo regulados por esta proteina (ROBBINS & COTRAN,
2005; FARIA, 2006).

Verificou-se a presenca e a expressdo dos genes nos tumores
estudados. Pela auséncia de estudos descritos na literatura referentes a
expressdo dos genes supressores p53 e c-Myc em tumores oculares em caes
optou-se em utilizar um fragmento de tumor de mama como controle positivo
das reacdes empregadas neste estudo, pois ha relatos de que tais tumores
expressam estes genes. Na amostra, verificou-se a presenca e a expressao do
p53 e c-Myc por todos os métodos de detecgdo empregados, embora Inoue e
Shiramizu (1999), ao estudarem as suas expressées em tumores mamarios de
caes, verificaram imunoreatividade (intensa a moderada) da proteina P53
nuclear em cinco tumores com classificacdo histologica de osteossarcoma
mamario e baixa imunorreatividade desta mesma proteina em
adenocarcinomas e mioepiteliomas mamarios, embora a mutacdo do p53 em
adenocarcinomas mamarios humanos tenha sido reportada (CATTORETTI et
al., 1988; MAZARS et al., 1992). A super-expressao deste gene tem sido vista
com um fator importante na progressao doenca, embora ndo se tenha
objetivado neste estudo investigar a relacdo entre a expressao dos genes

supressores e a progressao da doenca.



O gene supressor de tumor c-Myc € comumente amplificado em casos
de tumores de mama humanos, (ROBBINS & COTRAN, 2005; INOUE, 1988)
sendo considerado importante para progressao da doenca sob o aspecto da
malignidade do tumor, correlacionando-se com a sobrevida, (ROBBINS &
COTRAN, 2005) porém ndo considerado essencial para 0s mecanismos que
envolvem a metéstase (INOUE, 1988).

Na maioria dos tumores palpebrais e da terceira palpebra aqui
estudados (88,8%, n=8) verificou-se a presenca do p53, no entanto, entre as
amostras positivas (n=8), ele estava expresso em 75 % deles no ELISA. O c-
Myc estava presente em 55,5% (n=5) das amostras e, 100% (n=5) delas,
expressaram tal gene (Quadro 2).

A técnica de PCR e RT-PCR € uma técnica particularmente fiel para
detectar células neoplasicas ocultas no sangue, medula 6ssea e em linfonodos
em pacientes com cancer de mama (GILBEY et al.,, 2004). Entretanto, a
deteccdo e analise dos produtos do cDNA é critica na interpretacdo dos
resultados. O desenvolvimento de técnicas mais especificas, sensiveis,
reproduziveis e de facil execucdo baseia-se na avaliacdo dos produtos
amplificados pela técnica de ELISA (YIE et al., 2006). Com o intuito de se
verificar possiveis amplificacbes que n&o foram visualizadas em gel de
agarose, as técnicas de PRC ELISA e RT-PCR ELISA proporcionaram maior
eficiéncia e sensibilidade para esta avaliagcdo. Também permitiram verificar a
presenca de produtos amplificados para ambos os genes, que n&o foram

visualizados sob a forma de bandas na corrida eletroforética. Salienta-se que



neste trabalho é reportada pela primeira vez a analise da presenca e expressao
de genes supressores de tumor em tumores palpebrais e da terceira palpebra
de cées por este método.

O fato de uma das amostras (amostra 3), cujo diagnostico foi de
carcinoma de células escamosas, ndo ter amplificado para o gene p53,
contrariamente ao que se observou em outras como o mesmo diagndstico
(amostras 1, 2 e 6), pode ser explicado por: 1) problemas durante o
anelamento na reagdo do PCR por mutagéo de algum par de base do DNA e
cDNA; 2) devido ao fato do tumor n&o possuir a regidao conservada entre as
sequéncias disponiveis que reconhecessem os primers utilizados; 3) causado
por alteracbes ou degradacdo do DNA ou RNA extraido que podem ocorrer
apos a fixacdo prolongada em formol ou periodo prolongado de inclusdo em
parafina; (CRONIN et al.,, 2004) e 4) a real auséncia dos genes nesse

fragmento, embora acredite-se ser a explicacdo menos provavel.

2.5 Concluséo
Com base nos resultados e nas condi¢des aqui adotadas conclui-se que:
1. E possivel extrair DNA e RNA de amostras de tumores palpebrais a
partir de fragmentos fixados em formol e embebidos em parafina
pelos métodos do Acetato de Amodnio 4 M e Trizol®, em quantidades
suficientes que permitem estudos de genes supressores de tumor

envolvidos na carcinogénese;



2. A maioria dos tumores palpebrais e da terceira palpebra de caes
expressam o p-53 e c-Myc, identificados pelas técnicas de PCR e
RT-PCR. As técnicas de PCR ELISA e RT-PCR ELISA sdo mais
eficazes e sensiveis para avaliacdo da presenca e expressao dos

genes estudados em relacdo ao gel de agarose.
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Tabela 1 — Identificacdo das amostras estudadas, bem como, seu Registro Geral no Hospital

Veterinario (RGHV), Registro Geral no Servigo de Patologia (RG Histopatoldgico),

Idade em anos, Racas, Sexo, Localizacdo do tumor, didmetro, Evolucdo e

Diagnostico Anatomo-patoldgico.

RG Idade o A = . f o
Amostra RG Histol6gico (anos) Raca Sexo Localizagao Diametro Evolugéo Diagndstico
Carcinoma de
= células escamosas
Protrusao gl. da 32. o
2,6 SRD M . 6 meses cornificado,
1 9910 Pc-83/98 Pélpebra processo infl. da
glandula
Palpebra inferior,
5 13.466 Pc-25/01 5 SRD M remle{i de cirurgia 2cm 1 més ) Carcinoma de
ha 1 ano células escamosas
Terceira palpebra Carcinoma de
3 Pc-35/01 6 SRD F paip 2 meses células escamosas
esquerda s
queratinizado
32, Palpebra e
4 14.527 Pc-51/01 9 Poodle M pélpebra inferior 2cm 2 meses Melanoma
direita
Terceira palpebra,
5 Pc-108/01 8 Fox F nédulo firme, 5cm - Acrocordon
marrom escuro
Pele periocular . .
pp Carcinoma células
6 Pc-146/04 7 SRD F esquerdo, proximo - escamosas
comissura interna
7 22094 | Pc-155/04 — | Weimaraner | F | Palpebrasuperior 1cm Desde Epitelioma
esquerda filhote Sebaceo
: . Pélpebra superior A Epitelioma
8 23.126 Pc-55/05 5 Rottweiller F esquerda 0,5cm 1 més Sebaceo
Face interior da
9 23.899 Pc-100/05 10 Sheepdog F pal'pebr'a ' lcm - Tricoblastoma
Superior direita
10 - Pc-25/07 Tumor de Mama Carcinoma
complexo

Legenda: Pc: peca cirdrgica; M: macho; F: fémea; 3°: terceira; cm: centimetros




IMAGENS FOTOGRAFICAS DE ALGUNS CASOS AQUI ESTUDADOS.
COLORACOES DE HEMATOXILINA-EOSINA E IMUNOMARCACAO PARA
CITOQUERATINA AE1/AE3 E VIMENTINA (V9).

30U

Figura 1 — Fotodocumentacdo da microscopia 6ptica de carcinoma mamario usado
no estudo como controle das reacdes. Nota-se proliferacdo neoplasica da

células do epitélio do &cino da glandula mamaria (*). HE 40X.



30u

Figura 2 — Fotodocumentag&o da imunomarcacao positiva para citoqueratina AE1/AE3
no carcinoma mamario. Nota-se marcacdo positiva de coloracdo
acastanhada das células epiteliais dos acinos glandulares. Aumento de
40X.

30u

Figura 3 — Fotodocumentacdo da imunomarcagdo negativa para vimentina (V9) do

carcinoma mamario. Aumento de 40X.
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Figura 4 — Fotodocumentacdo da microscopia 6ptica de carcinoma de celulas
escamosas da terceira palpebra. Nota-se proliferacdo neoplasica das

células do epitélio escamoso (*). HE, 40X.

200

Figura 5 — Fotodocumentacdo da imunomarcacgédo positiva para citoqueratina AE1/AE3
em carcinoma de células escamosas de terceira palpebra. Nota-se

marcagdo positiva de coloragdo acastanhada do epitélio escamoso.

Aumento de 40X.
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Figura 6 — Fotodocumentagdo da imunomarcagao negativa para vimentina (V9) de
carcinoma de células escamosas de terceira palpebra. Aumento de 40X.
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Figura 10 — Imagens fotograficas dos géis de agarose dos produtos amplificados da
deteccdo e expressao dos genes supressores de tumor p53 e c-Myc de
tumores palpebrais e da terceira palpebra de cées. A. PCR para o p53;
amostras 1, 2, 4, 5, 6, 7, 8, 9 e TM amplificadas. B. RT-PCR para o p53;
amostras 3, 5, 7, 9 e TM amplificadas. C. PCR para o c-Myc; amostras 2,
3 e 5 amplificadas. D. RT-PCR para o c-Myc; amostras 1, 6,7, 8,9 e TM
amplificadas. PM: Peso Molecular; TM: Tumor de Mama; BC: Branco

(sem amostra).



Quadro 2 — Diagnéstico anatomopatologico, deteccdo e expressdo dos genes
supressores de tumor p53 e c-Myc em gel de agarose, PCR-ELISA E RT-
PCR ELISA, de tumores palpebrais de cées.

Amostra Diagnéstico Detecgdo Expressao Detecgéo c- Expresséo c-
Anatomopatolégico P53 P53 Myc Myc

GA ELISA GA ELISA GA ELISA GA ELISA
1 Carcinoma de células escamosas + + - + - - + +
2 Carcinoma de células escamosas + + + + + + + +
3 Carcinoma de células escamosas - - - - + + + +
4 Melanoma + + - - - - R -
5 Acrocordon + + + + + + + +
6 Carcinoma de células escamosas + + - + - - -
7 Epitelioma sebaceo + + - - - - - -
8 Epitelioma sebaceo + + + + - + - +
9 Tricoblastoma + + + + - + + +
10 Carcinoma complexo mamario + + + + + + + +

(controle)

Legenda: GA=gel de agarose




LISTA DE MATERIAIS, SOLUC}()ES E REAGENTES UTILIZADOS NA
COLORAC}AO DE HEMATOXILINA-EOSINA E IMUNOISTOQUIMICA

0 Laminas de vidro com polilisina

o Xilol, &lcool, alcool metilico e &lcool-xilol

0 Hematoxilina — Eosina

o Tampaéo Citrato pH 6.0

0 Leite desnatado (6g/100ml H,0)

0 Anticorpo Anti-Pan-Citoqueratina (AC1/AC3)

0 Anticorpo Anti-Vimentina (V9)

o Soro Fetal Bovino

o Tampéao PBS (1X)

o Streptoavidina (HRP)

o DAB — Diaminobenzidina



LISTA DE MATERIAIS, SOLUQ()ES E REAGENTES UTILIZADOS NA PCR e
RT-PCR

0 Microtubos estéreis (DNA e RNA free)

o Ponteiras descartaveis com filtro

0 RMix

o Oligonucleotideos iniciadores (Quadro 1 no capitulo 2, Artigo)

o Enzima Polimerase (Tag Platinun®)

0 H,O ultrapura

o Agarose

o TBE 1X (Tris — Borato — EDTA)

o Brometo de Etideo

o0 Tampéao de corrida (eletroforese)

0 Peso molecular (1Kb plus)

o H,O DEPEC

0 Termociclador Eppendorf®



LISTA DE MATERIAIS, SOLUC@ES E REAGENTES UTILIZADOS NO PCR-
ELISA E RT-PCR-ELISA
0 Placa de ELISA, Nunc®
0 Microtubos estéreis
o Tampao Carbonato-Bicarbonato pH 9.66
o PBS 1X, Tween 0,5%
0 Leite desnatado (Molico) 10%
0 Streptoavidina
0 OPD - Ortofenilenodiamina
o Tampao Citrato-Fosfato pH 5.0
0 Solugéo A: Na;HPO4
0 Solugdo B: Acido Citrico
o HCL 2M

0 Leitor de ELISA — Filtro Peroxidase (492nm).
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