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REATIVIDADE DE TECIDOS NEOPLASICOS CANINOS A PROTEINA
ASSOCIADA A RESISTENCIA A MULTIPLAS DROGAS-1 (MRP1), A
GLUTATIONA-S-TRANSFERASE pi (GSTpi) E A PROTEINA p53

RESUMO - Tendo em vista a expressao da proteina associada a resisténcia a
multiplas drogas (MRP1), da enzima glutationa-S-transferase pi (GSTpi) e da
proteina p53 com o desenvolvimento da resisténcia a multiplas drogas (RMD) nas
células neoplésicas, objetivou-se neste estudo avaliar a expressdo desses trés
marcadores, pela imunoistoquimica, em 68 espécimes de neoplasias caninas,
incluindo tumores venéreos transmissiveis (TVTC), mastocitomas, carcinomas
mamarios e de glandula hepatdéides e linfomas. Os espécimes foram subdivididos
em: TVT, Tumor venéreo transmissivel (n=9); TVTR, TVTs resistentes a
guimioterapia (n=5); MASTI, mastocitomas cutaneos grau | (n=8); MASTIII,
mastocitomas cutaneos grau Il (n=8); CARM, carcinomas mamarios (n=14);
CARH, carcinomas de glandulas hepatoides (n=8); LINFB, linfomas de células B
(n=9); LINFT, linfomas de células T (n=7). Resultados mostraram que as
expressdes da MRP1, GSTpi e p53 foram observadas em 38 (55%), 43 (62,3%) e
50 (72,4%) espécimes, respectivamente. Em 27 (39,1%) espécimes houve co-
expressédo dos trés marcadores. A expressdo da MRP1, GSTpi e p53 isoladas ou
associadas pb6de ser observada em todos 0S grupos experimentais, exceto o
grupo TVTC que ndo expressou a MRPL1. A localizagdo da marcacéo nas células
tumorais foi citoplasmatica para MRP1 e nuclear e/ou citoplasmética para a
GSTpi e p53. Nao foi observada diferenca na expressdao dos marcadores de
resisténcia a quimioterapia em relacdo a resisténcia a quimioterapia (TVT e
TVTR), gradacgdo histologica (MASTI e Ill) e imunofendtipo (LINFB e T). Ha
relacéo direta entre o aumento da expressdo da MRP1 e da GSTpi nos linfomas
T.

Palavras-chave: Caes, neoplasia, resisténcia a multiplas drogas, proteina

associada a resisténcia a multiplas drogas-1, Glutationa-S-transferase pi, p53.
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REACTIVITY OF CANINE NEOPLASIC TISSUES TO MULTIDRUG
RESISTANCE PROTEIN-1 (MRP1), GLUTATHIONE-S-TRANSFERASE pi AND
p53 PROTEIN.

ABSTRACT — Multidrug resistance in tumors involves the expression of multidrug
resistance protein-1 MRP1, enzyme glutathione-S-transferase pi (GSTpi), and p53
protein. Therefore, this study aimed at evaluating the expression of these three
markers, by immunohistochemistry, in neoplasic cells. Sixty-eight canine tumor
samples, including transmissible venereal tumor (TVTC), cutaneous mast cell
tumor, mammary carcinoma, hepatoid gland carcinoma, and lymphoma were
studied. Samples were assigned into one of the following subgroups: TVT,
transmissible venereal tumor (n=9); TVTR, chemoresistant TVT (n=5), MASTI,
grade-l cutaneous mast cell tumor (n=8); MASTIII, grade-lll cutaneous mast cell
tumor (n=8); CARM, mammary carcinoma (n=14); CARH, hepatoid gland
carcinoma (n=8); LINFB, B-cell lymphoma (n=9); LINFT, T-cell lymphoma (n=7).
We observed that 38 (55%), 43 (62.3%), and 50 (72.4%) samples expressed
MRP1, GSTpi, and p53, respectively. Co-expression of the three markers was
present in 27 (39.1%) samples. Expression of MRP1, GSTpi, and p53 alone or
associated could be observed in all experimental groups, except for TVT group
which did not express MRP1. Staining in the tumor cells was cytoplasmatic to
MRP1, and both nuclear and cytoplasmatic to GSTpi and p53. No significant
difference in the expression of the markers could be observed with relation to
chemoresistance (TVT and TVTR), histological grade (MASTI and MASTIII) and
immunophenotype (LINFB and LINFT). A direct relation was present between the
raise of the expression of MRP1 and GSTpi in T cells lymphoma.

Keywords: Dogs, neoplasia, multidrug resistance, multidrug resistance protein-1,
glutathione-S-transferase pi, p53.
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1 - INTRODUCAO

A prevaléncia das neoplasias em cédes vem aumentando consideravelmente nos
ultimos anos, constituindo umas das principais causas de O6bito na espécie canina
(MICHELL, 1999; PROSCHOWSKY et al., 2003; BENTUBO et al., 2007). A crescente
incidéncia dessas afeccdes tem vérias razdes, dentre elas a maior longevidade
observada nestes animais. A maior expectativa de vida é resultado de uma melhor
nutricdo, protocolos de imunoprofilaxia, aprimoramento dos métodos de diagndstico,
novas modalidades terapéuticas e, possivelmente, uma maior devocdo dos
proprietarios para com os seus animais (De NARDI et al., 2002; WITHROW, 2007).

No Brasil, alguns estudos envolvendo dados de incidéncia de neoplasias em
caes foram realizados. Sanches et al. (2000) revisaram 535 casos de neoplasias em
cdes provenientes do atendimento do Servico de Oncologia do Hospital Veterinario da
Faculdade de Ciéncias Agrarias e Veterinarias (FCAV) — Universidade Estadual Paulista
(UNESP) — Jaboticabal/SP. Destes, o observado com maior freqiéncia foi o tumor
mamario (40%), seguido pelo tumor venéreo transmissivel (25%), carcinoma
espinocelular (5%), mastocitoma (4%) e linfoma (4%). Os tumores de mama também
foram os mais frequentes (45,52%) no estudo realizado por De Nardi et al. (2002) no
Estado do Parana, seguido pelo mastocitoma (11,7%), tumor venéreo transmissivel e
linfoma (3,3%).

Nos ultimos anos, a quimioterapia tem alcancado éxito acentuado no combate as
neoplasias. Algumas neoplasias podem ser curadas com o uso dessa modalidade
terapéutica, e em outras se consegue um efeito paliativo importante no aumento da
sobrevida (AGUILA et al., 1998). Embora o tratamento quimioterapico de certas
neoplasias seja bem sucedido e encorajador, a sua efetividade pode ser limitada devido
a resisténcia tumoral as drogas (TSURUO et al., 2003).

A resisténcia tumoral € um fendmeno comum encontrado por médicos e
veterinarios que tratam de pacientes com neoplasias (BERGMAN & OGILVIE, 1995; Di
PIETRO et al., 1999; BERGMAN, 2003). Mesmo com 0S recentes avangos no

tratamento das varias neoplasias em animais, muitos deles apresentam recidivas e
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sucumbem a doenca devido a resisténcia aos agentes quimioterapicos, diagnostico
tardio e deficiéncia profissional (BERGMAN & OGILVIE, 1995).

Células tumorais selecionadas para resistir a um Unico agente quimioterapico
podem apresentar resisténcia cruzada a varios compostos néo relacionados estrutural e
funcionalmente (HARRISON, 1995; GERMANN, 1996; ALEXANDROVA, 1998;
TSURUO et al., 2003; THOMAS & COLEY, 2003). Esse fenbmeno é conhecido como
resisténcia a multiplas drogas (RMD) e é o maior obstaculo ao sucesso da
qguimioterapia no tratamento das neoplasias (ARCECI et al., 1993; GERMANN, 1996;
PERSIDIS, 1999; MUNOZ et al., 2007).

A resisténcia a drogas estd associada a mecanismos celulares e a fatores que
afetam a biodisponibilidade e a eficacia do farmaco. Estes ultimos incluem: método e
protocolo de administragcdo, dosagem, absorcdo, biotransformacéo, suprimento
sangulineo e oxigenacao do tecido. O mecanismo celular € uma forma de resisténcia
mais duradoura e complexa, e € classificado como intrinseco, quando as células sédo
resistentes antes do inicio da terapia, e adquirido, quando, normalmente, surge apos 0
inicio da quimioterapia (STAVROVSKAYA, 2000; GOTTESMAN et al., 2002;
BERGMAN, 2003; FOJO & BATES, 2003; LEONARD et al., 2003; THOMAS & COLEY,
2003; TSURUO et al., 2003). Alguns tumores, incluindo o carcinoma de células néao
pequenas do pulmdo e do cdélon, possuem um fendtipo resistente, por definicdo, e
respondem insuficientemente a drogas citotdxicas. Outros tumores, como os de mama,
de ovario em estagios avancados e os linfomas humano (HARRINSON, 1995) e canino
(BERGMAN & OGILVIE, 1995), frequentemente recidivam ap0s uma resposta inicial a
guimioterapia e se tornam resistentes a um amplo espectro de drogas
(ALEXANDROVA, 1998).

Dentre os mecanismos celulares de RMD, o que envolve a superexpressédo da
glicoproteina-P (gp-P) € o mais estudado e caracterizado. A gp-P atua como uma
bomba de efluxo dependente de adenosina trifosfato (ATP), a qual expulsa ativamente
as drogas das células neoplasicas e desta forma limita o efeito citotéxico das mesmas
no seu local de acdo (STAVROVSKAYA, 2000). Entretanto, parece estar claro que a
resisténcia clinica a quimioterapia é multifatorial (LEHNERT, 1996).
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A co-expresséao de diferentes proteinas relacionadas a RMD pode ser observada
em varias neoplasias em humanos e em algumas em animais, como nos linfomas
(REZENDE, 2005) e mastocitomas (MIYOSHI et al., 2002). Na ultima década, muitos
mecanismos celulares explicando a resisténcia a drogas foram caracterizados. Tais
mecanismos incluem a ativacdo de proteinas transmembrénicas que reduzem as
concentragdes intracelulares de diferentes substancias quimicas; a ativacéo do sistema
glutationa/glutationa-S-transferase; as alteragcbes no alvo da droga; as alteracdées nos
mecanismos de reparacdo celular; as alteracdes de genes e proteinas envolvidas no
controle da apoptose (HARRISON, 1995; AGUILA et al., 1998; STAVROVSKAYA, 2000;
BERGMAN, 2003; MUNOZ et al., 2007).

Portanto, objetivou-se com este estudo avaliar, por meio da imunoistoquimica, a
expressdo da proteina associada a resisténcia a multiplas drogas (MRP1), da
glutationa-S-transferase isoenzima pi (GSTpi) e da p53 mutante no tumor venéreo
transmissivel (TVT), no mastocitoma cutdneo, nos carcinomas mamario e de glandula
hepatbéide e em linfoma. Mais especificamente, buscou-se (1) verificar a reatividade e a
localizacdo celular das proteinas MRP1 e p53, e da isoenzima GSTpi nos espécimes
tumorais; (2) verificar se ha diferenca na expressdo da MRP1, GSTpi e p53 nos
subgrupos experimentais; (3) verificar se existe correlagdo entre as porcentagens de
células neoplasicas marcadas pelos anticorpos MRP1, GSTpi e p53 nos subgrupos
experimentais.

A selecdo das neoplasias para este estudo baseou-se na importancia clinica,
visto que sdo as de maior frequéncia na rotina. Além disso, a quimioterapia € a principal
modalidade terapéutica no combate dos linfomas e TVT, e um importante adjuvante na

terapia dos carcinomas e mastocitomas.
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2- REVISAO DE LITERATURA

2.1- Proteina associada a resisténcia a multiplas drogas

A reducédo do acumulo de drogas quimioterapicas nas células neoplésicas pode
ser mediada por vérias proteinas de membrana, as quais pertencem a familia das
proteinas transportadoras ABC (ATP Binding Cassete) (BOUMENDJEL et al., 2005). A
gp-P foi o primeiro membro descoberto desta familia envolvido na RMD (JULIANO &
LING, 1976). A superexpressdo da gp-P tem sido associada a resisténcia a multiplas
drogas em muitas linhagens celulares, e em alguns tumores humanos (LOE et al.,
1996) e caninos (GINN, 1996; GERARDI, 2005). Entretanto, existem muitos exemplos
de linhagens celulares e de neoplasias resistentes a multiplas drogas nas quais a gp-P
ndo esta presente (KRISHNAMACHARY & CENTER, 1993; RENES et al., 2000).

Em 1992, Cole et al. descobriram um segundo tipo de proteina, que atua como
uma bomba de efluxo de drogas em células isoladas de carcinoma de pequenas células
de pulmdo resistentes a doxorrubicina. Essa, denominada de proteina associada a
resisténcia a multiplas drogas (MRP) é o segundo mecanismo mais frequente de RMD
(BERGMAN, 2003).

A MRP é uma proteina de 190 quilodaltons (kDa), que assim como a gp-P,
pertence a superfamilia das transportadoras ABC. Apesar de fazerem parte da mesma
familia, estruturalmente, existe menos de 15% de homologia entre elas (COLE et al.,
1992). Funcionalmente, a MRP também atua aumentando o efluxo das drogas, de
forma dependente de energia, resultando na reducdo do acumulo intracelular das
mesmas (LOE et al., 1996). Embora o espectro de resisténcia da MRP seja equivalente
ao da gp-P, visto que ambas tém afinidade para antraciclinas, alcaldides da vinca e
epipodofilotoxina, ele ndo é exatamente 0 mesmo, pois existem drogas, como o taxol,
em que a resisténcia € observada apenas para a gp-P (KRUH & BELINSKY, 2003).
Outra diferenca € que a MRP também atua no transporte de anions organicos como
conjugados de glutationa (GSH), glucuronidios de bilirrubina e drogas conjugadas com
sulfato, no interior da célula e na excrecdo dos mesmos para 0 meio extracelular
(BERGMAN, 2003; PAREDES et al., 2006).
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A MRP levou a pesquisas sobre outros membros desta familia, resultando na
descoberta de um total de 9 genes MRP (Quadro 1). Pelo menos 6 deles foram
suficientemente caracterizados para indicar o transporte de compostos antineoplésicos
e antivirais (GOTTESMAN et al., 2002).

Quadro 1. Familia das proteinas associadas a resisténcia a multiplas drogas (MRP) em
humanos e alguns dos nomes alternativos encontrados na literatura
(adaptado de SUZUKI et al., 2001).

Familia MRP Familia ABCC* Outros nomes*

MRP1 ABCC1 MRP

MRP2 ABCC2 CcMOAT, cMRP, EBCR
MRP3 ABCC3 cMOAT2, MOAT-D, MLP-2
MRP4 ABCC4 MOAT-B

MRP5 ABCC5 MOAT-C, pABC11

MRP6 ABCC6 MOAT-E, MLP-1, ARA
MRP7 ABCC10

MRP8 ABCC11

MRP9 ABCC12

* A nomenclatura ABC provém do termo em inglés “adenosine trifosphate-binding cassete”; MOAT
representa a categoria de transportadores de anions organicos multiespecificos (“multispecific organic
anion transporter”); cMOAT, MOAT canalicular; ABCC refere-se ao grupo C das transportadoras ABC;
MLP-1 refere-se ao termo proteina semelhante a MRP1 (“MRP-like proteinl”); ARA, resisténcia associada
as antraciclinas (“antracyclines resistance associated”).

2.1.1- MRP1

2.1.1.1- Caracteristicas estruturais da MRP1

A superfamilia de transportadoras ABC, a qual a MRP1 e a gp-P pertencem, esta
entre as maiores e mais difundidas familias de proteinas conhecidas (DEELEY et al.,
2006). Seus membros séo responsaveis pelo transporte de uma ampla variedade de
substratos, incluindo ions, fosfolipideos, esterdides, polissacarideos, aminoacidos e
peptideos, através das membranas bioldgicas (HIGGINS, 2007).

As transportadoras ABC possuem dois tipos de dominios estruturais: um

hidrofébico, o dominio transmembranico (MSD); e outro hidrofilico, o dominio ligante de
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nucleotideo citosdlico (NBD). A transportadora ABC tipica tem dois MSDs e dois NBDs,
e Nnos eucariotos, a maioria € composta por pares de subunidades arranjados em
sequéncia (MSD-NBD ou NBD-MSD), expressos como um polipeptideo continuo ou
dois separados (LOE et al., 1996). Acredita-se que na maioria das transportadoras
ABC, a ligacdo e a hidrdlise subsequente do ATP pelos NBDs seja responsavel pela
ligacdo e fornecimento de energia para a realizacdo do transporte de substrato
(HIPFENER et al., 1999).

A sequéncia dos aminoacidos da MRP1 se assemelha a da gp-P apenas em
uma pequena extensao (15%). A MRP1 é composta de um grande segmento “nuclear”
que é semelhante a gp-P (MSD1 - C-terminal), entretanto, possui a mais, uma regido
N-terminal que é composta de um terceiro dominio transmembréanico (MSDO) no qual
residem cinco hélices transmembranicas, uma alg¢a intracelular (LO) e um N-terminal
extracelular (Figura 1A). Portanto, presume-se que a MRP1 possui um dominio
hidrofobico no N-terminal (MSDO) ligado por uma alc¢a citoplasmatica (LO) ao nucleo
semelhante ao da gp-P. A regido do nacleo possui dois NBDs, dois MSDs, cada um
composto por seis hélices transmembranicas e uma regido de ligacdo (L1) localizada
entre 0 NBD1 e MSD2 (LOE et al., 1996; HIPFENER et al., 1999; KRUH & BELINSKY,
2003, BOUMENDJEL et al., 2005; DEELEY et al., 2006). Andlises das estruturas das
demais MRPs conhecidas indicaram que nem todas apresentam o MSDO extra (RENES
et al., 2000). A MRP4, MRP5 e as recentemente identificadas MRP8 e MRP9 nao
possuem o terceiro MSD, mas apresentam o dominio LO, enquanto a MRP2, MRP3,
MRP6 e MRP7 (Figura 1B) se assemelham a MRP1 (RENES et al., 2000; KRUH &
BELINSKY, 2003).
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Figura 1 — Representacdo esquematica da topologia dos membros da familia MRP. (A)
Modelo topogréfico da MRP1. (B) Organizacdo dos dominios da proteina.
Achuriados, dominio transmembranico; em branco, al¢cas citoplasmaticas
localizadas entre MSDO e MSD1, NBD1 e MSD2 e o C-terminal; negro, dobra
ligante de nucleotideo (adaptado de KRUH & BELINSKY, 2003).

2.1.1.2- Distribuicéo e funcéo fisiologica da MRP1

A distribuicdo da MRP1 nos tecidos normais humanos € bastante semelhante a

da gp-P (PAREDES et al., 2006). E expressa em altos niveis nos testiculos, pulmdes,

7

rins, musculatura cardiaca e esquelética e placenta. Em contraste, a MRP1 é
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pobremente detectada no figado humano adulto. Todavia, nos hepatécitos em
proliferacdo e nas linhagens celulares neoplasicas hepéticas, a expressdo é
consideravelmente alta (DEELEY et al., 2006).

A expressdo da MRP1 é amplamente difundida pelo organismo, entretanto, ela é
primariamente encontrada em tipos celulares especificos, incluindo as células do
epitélio bronquial e nos pneumdcitos hiperpléasicos do tipo IlI; células de Paneth em
proliferacdo no colon; células de Leydig e Sertoli no testiculo; sinciciotrofoblastos
placentarios e células epiteliais do saco vitelinico; mastécitos, eosinofilos, células T
auxiliares e eritrocitos no sistema circulatério (DEELEY et al., 2006).

A MRP1 se localiza predominantemente na membrana plasmatica basolateral
das células (EVERS et al., 1996; WRIGHT et al., 1998), o que difere da localizacdo na
membrana apical de outras bombas de efluxo como a gp-P. Isto indica, que a MRP1
expulsa seus substratos para um compartimento diferente que a gp-P, o intersticio
(Figura 2). Isto por sua vez pode ser um fator de protecdo importante, por exemplo,
para as células germinativas nos tabulos testiculares, ou para prevenir a entrada de
toxicos no liquido cefalorraquidiano através dos plexos corodides (BORST et al., 2000;
PAREDES et al., 2006).

Figura 2- Representacdo esquematica da barreira hemato-testicular: localizagcdo da MRP1
e MDR1 (glicoproteina-P) no tubulo testicular e no capilar sanguineo,
respectivamente. A barreira fisica entre a membrana plasmatica luminal e basal
é formada pelas jun¢des oclusivas, indicadas por ® (adaptado de BORST et al.,
2000).
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Embora a funcédo fisiolégica precisa da MRP1 ainda ndo esteja totalmente
definida, essa proteina transportadora € importante em conferir protecdo as células
contra o estresse oxidativo (BORST et al., 2000). Ela foi primeiramente caracterizada
como transportadora de conjugados anidnicos, preferivelmente sulfatos conjugados (S-
conjugados) de glutationa (LOE et al., 1996). A glutationa (GSH) € onipresente nas
células do organismo humano e participa de uma funcdo importante na desintoxicacao
das espécies reativas de oxigénio (ROS), eletrofilos e oxianions, por reducdo ou
conjugacdo (WANG & BALLATORI, 1998). Os S-conjugados de glutationa s&o
substratos com alta afinidade para a MRP1 e esta aumenta de acordo com o
comprimento da cadeia alquil. Baseado na sua expressdo onipresente e na
especificidade dos seus substratos foi proposto que a expulsdo dos produtos de
desintoxicacdo enddgenos dependentes de GSH é a funcdo fisiolégica da MRP1
(MULLER et al., 1996). De fato, a MRP1 transporta o cisteinil-leucotrieno (LTC,4) (LOE
et al., 1996), os conjugados glutationicos da prostaglandina A; (GS-PGA;) (ISHIKAWA
et al., 1998) e do 4-hidroxinonenal (GS-4HNE) e da glutationa oxidada (GSSG) (LEIER
et al., 1996). O LTC, e a PGA; estéo envolvidos na inflamagéo e na interrupgéo do ciclo
celular, enquanto o0 GSSG e GS-4HNE sé&o produtos de desintoxicagcao gerados sob
condi¢cbes de um “status redox” alterado. Portanto, a expulsdo dos metabolitos acima
mencionados, pela MRP1, pode ser necessdria para conservar a resposta contra o
estimulo inflamatoério e para prevenir o dano celular (RENES et al., 2000; DEELEY et
al., 2006).

2.1.1.3- Regulacao da expresséo do gene MRP1

A MRPL1 é codificada por um gene RNA mensageiro (MRP1) que se encontra no
cromossomo 16 (banda p13.13-13.12) (LOE et al., 1996). Atualmente sabe-se pouco
sobre as vias de sinalizacdo que controlam a fungdo e a expressdo da MRP1,
entretanto, existem evidéncias que a ultima seja acionada pelo estresse oxidativo. No
cancer de colon humano, a expressao do gene MRP1 é induzida pelo fator de necrose
tumoral alfa (TNFa) (STEIN et al., 1997). Um dos mecanismos pelo qual o TNF exerce

seus efeitos intracelulares é a formacdo das ROS. Os compostos que sabidamente
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geram as ROS, induzem a expressao dos genes que codificam a MRP1 e a v-
glutamilcisteina sintetase (yGCS). A yGCS é a enzima reguladora na sintese da GSH, e
esta por sua vez, participa na protecdo contra os metabdlitos do estresse oxidativo. O
aumento dos niveis da GSH produzido pela transfeccdo da yGCS reduz a expressao do
MRP1. Além disso, os compostos desintoxicados pela GSH, como os metais pesados e
a nimustina (ACNU) tem a capacidade de induzir a expressdo da MRP1 (GOMI et al.,
1997). Esses resultados sugerem que a GSH é um fator critico na regulacdo da MRP1
(RENES et al., 2000).

Outro fator de transcricdo, o Spl, parece também participar da regulacdo da
expressdo da MRP1 (ZHU et al., 1994). A atividade promotora do MRP1 esta diminuida
quando os sitios de ligagdo do Spl sofrem delecdo ou mutagdo, enquanto que a
superexpressdo das proteinas Spl induzem a essa atividade. O tipo selvagem da p53,
uma proteina envolvida principalmente no controle do ciclo celular, forma complexos
com o Spl e estes podem inibir a atividade promotora do MRP1 (SCOTTO, 2003). Em
neoplasias prostaticas, Hait e Yang (2006) mostraram que o tipo selvagem do p53
suprime a expressdo do gene MRPL1, produzindo alteragdes no RNAmM e na proteina,
enquanto que a sua inativacdo esta correlacionada com o aumento da proteina
transportadora. Observagfes semelhantes foram feitas em melanoma e cancer de célon
humano (WANG & BECK, 1998; FUKUSHIMA et al., 1999; SULLIVAN et al., 2000). Por
fim, Sullivan et al. (2000) observaram que a mutacdo da p53 e a superexpressao da

MRP1 levaram a um aumento na funcdo dessa Ultima.

2.1.1.4- Substratos

Desde que foi estabelecida a relacdo da MRP1 com o desenvolvimento da RMD
clinica em vérios tipos de neoplasias humanas, uma variedade ampla de substratos tem
sido identificada (DEELEY & COLE, 2006; MUNOZ et al., 2007). Apesar da semelhanca
nos perfis de resisténcia da gp-P e da MRP1, a seletividade dos substratos dessas
bombas diferem significativamente, considerando que os substratos da gp-P sé&o
compostos lipofilicos neutros ou levemente positivos e a MRP1 € capaz de transportar

anions lipofilicos. Os substratos mais completamente caracterizados incluem a
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glutationa estruturalmente distinta, glucuronatos, sulfatos conjugados, como o LTC,,
glucuronideos de estrogenos e acidos biliares sulfatados (KRUH & BELINSKY, 2003;
BOUMENDJEL et al., 2005). A proteina também tem se mostrado capaz de transportar
uma variedade ampla de xenobiéticos (Quadro 2) (DEELEY & COLE, 2006; MUNOZ et

al., 2007).

Quadro 2 — Substratos transportados pela MRP1 (adaptado de DEELEY & COLE, 2006).

Classe/Substratos | Exemplos

Drogas/Xenobioticos

Antineoplasicos Metotrexato, edatrexato, doxorrubicina, daunorrubicina,
epirrubicina, idarrubicina, etoposideo, vincristina, vimblastina,
paclitaxel, irinotecan, flutamida, hidroxiflutamida

Antivirais Saquinavir, ritonavir

Antibioticos Difloxacina, grepafloxacina

Metaloides Arsenito de sédio, arsenato de sodio, antiamoniato de
potassio, tartarato antiménio de potassio

Sondas fluorescentes Caliceina, Fluo-3,

Téxicos Aflatoxina B;, metoxiclor, fenitrotion, clorprofam

Drogas/ xenobidticos conjugados

Conjugado glutatibnicos | 2,4-Dinitrofenil-GSH, bimane-GSH, N-etilmaleimida-GSH,
doxorrubicina-GSH, tiotepa-GSH, ciclofosfamida-GSH,
melfalan-GSH, clorambucil-GSH, vincristina-GSH, &cido
etacrinico-GSH

Conjugados Etoposideo-Gluc, 4-(metilnitrosamino)-1-(3-piridil)-1-butanol
glucuronideos (NNAL)-3B-O-Gluc, 4-metilumbeliferil-B-D-Gluc, SN

Metabolitos de ocorréncia natural

Conjugados Leucotrieno C,,  prostagladina A,-GSH,  15-deoxi-A™"
glutationicos prostaglandina J,-GSH, hidroxinonenal-GSH

Conjugados 17B-Estradiol-17-B-D-Gluc, glucuronosil bilirrubina,
glucuronideos bisglucuronosil bilirrubina

Sulfatos conjugados Estrona 3-sulfato, sulfato dihidroepiandrosterona

Folatos Acido félico, L-leucovorin

Peptideos Glutationa, glutationa oxidada

Outros Bilirrubina

2.1.1.5- Mecanismos de resisténcia a multiplas drogas mediada pela MRP1

A relacdo entre a superexpressdo da MRP1 e resisténcia a drogas é bem
estabelecida em neoplasias humanas (LOE et al., 1996; HIPFNER et al., 1999; KRUH &
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BELINSKY, 2003). A superexpressédo da MRP1 leva ao aumento do efluxo de drogas
ATP-dependente, resultando na diminuicdo das suas concentracdes intracelulares.
Entretanto, frequentemente, o nivel da superexpressdo da MRP1 ndo esti
correlacionado com a quantidade de drogas exportadas das células e, as vezes, as
células que a superexpressam ndo demonstram um aumento de seu efluxo.
Comparadas com suas contrapartes sensiveis, as células que superexpressam a
MRP1, resistentes a drogas, mostram distribuicdo diferente, com acumulo de
doxorrubicina ou daunorrubicina fluorescentes dentro de vesiculas intracelulares. Nas
células sensiveis a doxorrubicina se acumulou no ndcleo, enquanto que nas que
superexpressaram a MRP1, a distribui¢cao foi exclusivamente citoplasmatica (RENES et
al., 2000). Isso sugere que a MRP1 previne a entrada de drogas para dentro do nucleo
onde varios agentes antineoplasicos exercem sua atividade citotoxica. Além da sua
localizagdo na membrana plasmética, a MRP1 € também encontrada em membranas
intracelulares de vesiculas secretérias, supostamente derivadas do aparelho de Golgi
(van LUYN et al., 1998). Isso demonstra que o sequestro de drogas em vesiculas
intracelulares fornece outro mecanismo, além do efluxo, para a resisténcia as drogas
mediada pela MRP1 (RENES et al., 2000).

Até recentemente, o0 mecanismo pelo qual a MRP1 poderia transportar agentes
quimioterapicos nao foi definido. A idéia inicial foi que a MRP1, semelhante a gp-P,
poderia ser uma translocadora de drogas inalteradas. De fato, se estas drogas forem
compostos anidnicos, elas serao transportadas pela MRP1 sem alteragbes. Por outro
lado, drogas antineoplasicas bésicas inalteradas por si ndo sdo transportadas pela
MRP1 (RENES et al., 1999).

Com base na sua funcao de transporte de conjugados glutatidnicos, glucurdnicos
e sulfatos, foi proposto que a MRP1 poderia conferir resisténcia a drogas por meio da
exportacdo das drogas conjugadas (JEDLITSCHKY et al., 1996). A MRP1 é capaz de
transportar os conjugados glutatidnicos dos agentes alquilantes clorambucil e melfalan,
embora ndo esteja definido se ela é capaz de conferir resisténcia a esses agentes. Por
outro lado, muitas drogas quimiotergpicas que a MRP1 confere resisténcia ndo sao
substratos para conjugac¢do com a GSH, glucuronideos ou sulfatos (O'BRIEN & TEW,

1996). Contudo, experimentos com membranas vesiculares das células que
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superexpressam a MRP1, demonstraram que esta proteina é transportadora de drogas
antineoplasicas inalteradas, como a vincristina e a daunorrubicina, mas somente na
presenca de quantidades fisiologicas de GSH (HIPFNER et al., 1999). Este resultado
corrobora com o anteriormente observado, que indica que a GSH é um fator critico para
resisténcia a drogas mediada pela MRP1 (Figura 3) (DEELEY & COLE, 2006).

Figura 3. Representacdo esquematica do modelo da resisténcia as drogas mediada pela
MRP1. ApGs entrar na célula, a MRP1 previne que a droga atinja seu alvo por
meio de (1) sequestro dentro de vesiculas intracelulares ou (2) exportagcdo com
ou sem o auxilio da GSH. Os metabdélitos das drogas podem ser desintoxicados
pela conjugacdo com a GSH seguido do transporte para fora da célula mediado
pela MRP1 (3) (Adaptado de RENES et al., 2000).

Os niveis relativos de resisténcia as drogas variam de acordo com a linhagem
celular. Embora o fenétipo de resisténcia conferido pela expressao da MRP1 possa ser
influenciado pelo tipo da célula, muito dessa variabilidade é sem duvida o resultado da
complexidade das respostas celulares a selecdo da droga. Curiosamente, a
superexpressdo da MRP1 e gp-P ndo sdo mutuamente exclusivas. Nao esta claro qual
fator determina que mecanismo(s) de resisténcia predominaré apdés a sele¢do. Contudo,
a analise de vérios grupos de linhagens celulares selecionadas a partir de niveis
crescentes de resisténcia a drogas sugeriu que a MRP1 pode estar envolvida nas
concentragcbes de drogas mais baixas, enquanto que a superexpressdo da gp-P
geralmente emerge dos niveis mais altos de resisténcia (HIPFNER et al., 1999).

Conforme determinado a partir de analises de linhagens celulares transfectadas,
a MRP1 é capaz de conferir resisténcia as antraciclinas, aos alcaldides da vinca, as

epipodofilotoxinas, camptotecinas e ao metotrexato, mas ndo aos taxanos, que é um
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componente importante do perfil de resisténcia da pg-P (HIPFNER et al., 1999; BORST
et al., 2000; KRUH & BELINSKY, 2003). Nenhuma das duas proteinas confere
resisténcia as drogas contendo platina ou metais pesados como o Cd?*. Além disso, a
superexpressdo da MRP1 estd associada com a resisténcia em nivel baixo aos
oxianions arsenicais e antimoniais (HIPFNER et al., 1999).

2.1.1.6- Expresséo da MRP1 nas neoplasias humanas

A expressdo da MRP1 disseminada nos tecidos normais fornece um desafio
adicional na avaliagdo de sua presenca nas amostras clinicas. Isto € um problema
particular quando se utilizam técnicas como a RT-PCR e “imunoblot” com amostras de
tumores que possam conter quantidades variadas de tecido normal (BECK et al., 1996).
Todavia, essas técnicas associadas a imunoistoquimica, empregando anticorpos
monoclonais especificos para MRP1 (FLENS et al., 1994; WRIGHT et al., 1998)
fornecem evidéncias convincentes da expressao da MRP1 elevada em uma variedade
de tumores sdlidos, incluindo neoplasias de pulmdo, mama e prostata (DEELEY et al.,
2006).

Carcinoma de células ndo pequenas de pulmdo (CCNPP) é responséavel por
mais de 75% dos casos de neoplasias pulmonares. O CCNPP, ao contrario da
neoplasia de pequenas células do pulmdo, é inerentemente resistente a mdultiplas
drogas, e niveis de expressdo da MRP1 de moderados a altos foram encontrados em
uma grande propor¢cdo de tumores nédo tratados (LEE et al., 1998). Além disso, a
expressdo da MRP1 foi considerada um indicador altamente significativo de resposta
insatisfatoria a quimioterapia e de reducdo da sobrevida no CCNPP (BERGER et al.,
2005).

A expressdo da MRP1 também constitui um marcador de prognéstico negativo
nas neoplasias mamarias nos estagios iniciais, com varios estudos revelando uma
associacao forte entre o nivel de expressdo e a reducdo do tempo de recidiva e de
sobrevivéncia (NOOTER et al., 1997; RUDAS et al., 2003). Aumentos da expresséo da
MRP1 em metastases de tumores de mama em linfonodos, sugerem uma funcéo
potencial para a MRP1 na doenca metastatica (ZOCHBAUER-MULLER et al., 2001).
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Na neoplasia de prostata, os niveis da MRP1 tendem a aumentar com o
estadiamento e capacidade invasiva do tumor (SULLIVAN et al., 1998). A proteina é
expressa em niveis moderados no epitélio prostatico normal e altos nas neoplasias
prostaticas intraepiteliais (DEELEY et al., 2006). Outro estudo demonstrou que as
células de neoplasias prostaticas que superexpressam a MRP1 possuem habilidade
para expelir compostos terapéuticos antiandrégenos, sugerindo que o transportador
possa ser um fator importante na falha nessa modalidade terapéutica (GRZYWACZ et
al., 2003).

O neuroblastoma é o tumor sdlido extracraniano mais comum em crian¢as. Um
dos indicadores moleculares negativos mais fortes da sua evolucédo € a amplificacdo do
gene NMYC. A expressao da MRPL1 foi correlacionada positivamente com amplificagéo
desse gene e é indicativa de prognéstico negativo. Espécimes de neuroblastomas
primarios ndo tratados indicam uma funcao clara da MRP1 nos refratarios a terapia,
demonstrando que, assim como para o0 NMYC, a expressdo da MRP1 alta esta
fortemente associada com reducg&o na sobrevida dos pacientes (MUNOZ et al., 2007).

Existe uma série de andlises da expressdo da MRP1 nas leucemias agudas e
cronicas com resultados discordantes. Como nos tumores solidos, a determinacdo da
significancia clinica da MRP1 nas células leucémicas € complicada pelo fato de que a
proteina é expressa em todas as linhagens celulares hematopoiéticas. Na leucemia
mieloblastica aguda (LMA) a expressdo da MRP1 geralmente ndo é considerada como
sendo prognéstica da resposta a quimioterapia (KOHLER et al., 1999; POULAIN et al.,
2000). Contudo, ela pode estar correlacionada com o estadio e possivelmente com o
tempo de sobrevida. Um dos fatores que dificultam estabelecer o real valor prognéstico
da MRP1 na LMA é a presenca de multiplos transportadores nas células leucémicas.
Por exemplo, um estudo encontrou que a presenca combinada da MRP1 e da gp-P foi
indicativa de resisténcia ao tratamento quimioterapico, enquanto que cada
transportador sozinho ndo (LEGRAND et al., 1999).
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2.1.1.7- MRP1 na medicina veterinaria

Existem escassos estudos com a MRP1 em tecidos de animais. Sabe-se que a
MRP1 canina (canMRP1) apresenta 92% de identidade com a MRP1 humana e 88%
com a mrpl murina. A canMRP1 confere resisténcia ao etoposideo e a vincristina,
entretanto ndo confere resisténcia a doxorrubicina e & mitoxantrona (MA et al., 2002).

Conrad et al. (2001) avaliaram a expressao da canMRP1 e do seu RNAmM no
figado, rim, duodeno, jejuno, ileo, cdlon, pulmao, cérebro e testiculo. Os 6rgdos que
apresentaram alta expressao da proteina foram o cérebro, rim, figado e testiculo,
enquanto que no pulmdo e no intestino a expressao foi baixa. A andlise do RNAm
mostrou uma expressdo semelhante nos o6rgdos testados, com excec¢ao do figado e
cérebro, nos quais a expressao foi menor. No intestino a expressao do RNAm foi maior
qgue o esperado, ao comparar com a andlise da proteina.

Em um estudo com mastocitoma canino, foi possivel detectar a MRP1 em 18%
dos espécimes submetidos a reacdo de imunoistoquimica. Adicionalmente, o autor
constatou uma co-expressao da MRP1/gp-P em 26% dos espécimes (MIYOSHI et al.,
2002). Em linfomas caninos, foi observada alta expressao da proteina MRP-1 tanto no
momento do diagndstico (71,5%) quanto na recidiva tumoral (92,9%). Novamente se
notou co-expressado da MRP-1/gp-P nos espécimes estudados (REZENDE, 2005). Mais
recentemente, Lee et al. (2007) encontraram expressdo da MRP1 em 19,2% dos

espécimes de carcinoma de células de transigéo canino.

2.2 Glutationa S-transferase

2.2.1- Funcao

As glutationas S-transferases (GSTs) fazem parte da familia de enzimas da Fase
Il da desintoxicacdo que atuam protegendo as macromoléculas celulares do ataque de
eletrofilos reativos. Especificamente, as GSTs catalizam a conjugac¢do da glutationa
(GSH) com variedade de compostos eletrofilos enddégenos e exdgenos (Figura 4). O
conjugado resultante € menos toxico, mais hidrossoluvel e, portanto mais facilmente

excretado da célula. O transporte para fora das células ocorre por meio da acdo de



36

proteinas transportadoras denominadas de GS-X (incluindo a MRP) (O'BRIEN &TEW,
1996; STAVROVSKAYA, 2000; TOWNSEND & TEW, 2003).

Figura 4. Representacao esquemaética da conjugacado da glutationa como um xenobidtico
(X) via GST resultando na formagé&o do S-conjugado de glutationa (adaptado de
TOWNSEND & TEW, 2003).

As GSTs localizam-se preferencialmente no citoplasma, entretanto também
possuem atividade na membrana mitocondrial, microssomos e nucleo (ALIYA et al.,
2003). A familia das GSTs humanas € composta de oito isoenzimas designadas de alfa,
mu, pi, theta, sigma, kappa, omega e zeta (FRANEKOVA et al., 2008). Dentre elas, a
GSTpi é a que foi mais frequentemente detectada em tumores humanos e
possivelmente a sua superexpressao possa resultar em um aumento na rapidez da

desintoxicacao e, assim, diminui a efetividade do tratamento (ALIYA et al., 2003).
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2.2.2- Substratos

A caracteristica comum dos substratos catalisados pela GST e conjugados com
a GSH é a sua propriedade eletrofilica. Esta é uma caracteristica primaria da maioria
dos agentes alquilantes e muitos estudos (citados por O'BRIEN & TEW, 1996) tém
enfocado esta classe de drogas antineopldsicas como substratos para as GSTs. Em
geral, as isoenzimas alfa e mu estdo associadas com a desintoxicacdo da mostarda
nitrogenada e da nitrosuréia, respectivamente. JA& o aumento da expressdao da
isoenzima pi foi associado com resisténcia ao melfalan, clorambucil e ciclofosfamida
(TOWNSEND & TEW, 2003). O quadro 3 lista os agentes antineoplasicos nos quais a
resisténcia esta associada com os niveis elevados das GSTs.

Quadro 3. Relacdo dos agentes antineopldsicos que estdo associados com o aumento
dos niveis da GST e resisténcia (adaptado de TOWNSEND & TEW, 2003).

Substratos da GST N&o caracterizados como substratos
Clorambucil Antimetabdlicos

Melfalan Drogas anti-microtubulos

Mostarda nitrogenada Inibidores da Topoisomerases | e Il
Mostarda de fosforamida Bleomicina

Carmustina Mitomicina C

Acido etacrinico Cisplatina

Esterbides Carboplatina

2.2.3- Glutationa S-transferase e resisténcia a multiplas drogas

As evidéncias primarias do papel da GSH/GST na resisténcia a drogas em seres
humanos provém de trés fontes: 1) analise das células tumorais de pacientes antes e
apos o inicio da resisténcia clinica as drogas, na qual se observa um aumento da
GSH/GST apos o desenvolvimento da mesma; 2) um aumento da GSH/GST apdés a
selecdo de linhagens celulares extraidas de tumores com resisténcia adquirida a
agentes antineoplasicos; 3) andlise da expressédo de resisténcia apds a transfeccéo de
genes particulares da GST em linhagens celulares (O'BRIEN et al., 2000).
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Em seres humanos, muitos tumores de origem linféide, ovariana, mamaria,
pulmonar, vesical, renal, prostatica, nervosa e de colon mostraram aumentos na
expressdo de GSH/GSTs quando comparados com tecidos normais (O'BRIEN & TEW,
1996).

Como citado anteriormente, a GSTpi é a isoenzima mais predominantemente
detectada nos espécimes tumorais e linhagens celulares. Aparentemente, a GSTpi esta
envolvida na regulagdo da proliferacdo celular por inibir os efeitos das ROS sobre a
divisdo celular. No caso de células neoplésicas resistentes a doxorrubicina, sugere-se
que a superexpressdo da GSTpi possa influenciar no “status” do “redox” celular, e
suprimir a conversao da doxorrubicina em radicais livres semiquinona com subsequiente
producdo de radicais anions superoxido e peréxido. Portanto, a superexpressdo da
GSTpi também pode estar associada com o desenvolvimento da resisténcia as drogas,
ndo apenas por aumentar a desintoxicacdo dos agentes antineoplasicos, mas também
a uma supresséao das ROS celulares que pode induzir apoptose (ALIYA et al., 2003).

Na medicina veterinaria, trés trabalhos detectaram a expressdo da GST nos
tumores de mama (KUMARAGURUPARAN et al., 2006a), osteossarcoma (SHOIEB et
al., 1998) e carcinoma de bexiga (ROCHA et al., 2000) de céaes, entretanto novos
estudos sd@o necessarios para confirmar sua importadncia no desenvolvimento da

resisténcia as drogas antineoplésicas nessa espécie.

2.3- Proteina p53

2.3.1- Papel bioldgico e funcao da p53

De acordo com Kandioler-Eckersberger et al. (2000) e Kumaraguruparan et al.
(2006b) as mutagcBes dos oncogenes fazem com que as células passem a se dividir
sem restricbes, enquanto que as mutacdes dos genes supressores de tumor fazem com
que haja producédo de proteinas defeituosas que ndo conseguem prevenir a replicacao
irregular das células, principalmente quando ocorre agressao ao DNA. Portanto, tanto

0S oncogenes como 0S genes supressores de tumor podem levar a formagao de
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tumores malignos como resultado final de uma mutagdo, 0os primeiros por serem
ativados e os segundos por serem desativados (KOPNIN, 2000).

Quando a proteina p53 foi descoberta em 1979, verificou-se sua superexpressao
em muitos tipos de tumores malignos, portanto, chegou-se a conclusdes precipitadas
de que se tratava de um oncogene. Mais tarde pensou-se que a superexpressao era de
sua forma mutante (KO & PRIVES, 1996; LEVINE, 1997). Porém, atualmente sabe-se
que o P53 € um gene supressor de tumor (SCHMITT et al., 1998).

O gene P53 codifica uma fosfoproteina com 393 amino&cidos e peso molecular
de 53 quilodaltons, a qual é capaz de se ligar com seqiiéncias especificas de DNA,
atuando como um fator de transcricdo. Ele regula muitos genes alvos (por exemplo,
WAF-1, GADD45, MDM2, p21 e ciclina G), que induzem a interrupgéo do ciclo celular,
apoptose, senescéncia e reparo do DNA ou alteram o metabolismo, em resposta a
diversos estresses (danos ao DNA, como exposicdo a luz ultravioleta, radiacdes
ionizantes e drogas radiomiméticas) (VOUSDEN, 2000; HARMS et al., 2004; HARRIS &
LEVINE, 2005; MASHIMA & TSURUO, 2005; GREEN & CHIPUK, 2006). Assim,
considera-se que o gene P53 garante a integridade gendémica (GOTTLIEB & OREN,
1996; CHUMAKOV, 2000). A falta do P53 funcional em células tumorais é considerada
responsavel pela instabilidade gendmica destas células, que se manifesta por
aneuploidias e pela habilidade de produzir amplificacdo génica (KELLEY & JOHNSON,
1994).

2.3.2- Mutacgéo do gene P53

O P53 esti alterado em diversas neoplasias em humanos, apresentando-se
mutado em mais de 50% dos casos (PIETSCH et al., 2006). Mutacdes neste gene
também foram identificadas em cdes com carcinoma de tire6ide (DEVILLE et al., 1994),
carcinoma de células escamosas (TEIFKE & LOHR, 1996), osteossarcoma (JOHNSON
et al.,, 1998), melanoma (ROELS et al., 2001), tumor de mama (CHUNG-HO et al.,
2002), venéreo transmissivel (CHOI & KIM, 2002) entre outras neoplasias. Contudo, 0s
mecanismos que envolvem as muta¢des no P53, bem como seu significado clinico, ndo

estdo bem estabelecidos em cées com linfoma (SOKOLOWSKA et al., 2005).
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A perda da funcdo do P53 comumente resulta de eventos mutacionais, como
mutacdes pontuais do tipo “nonsense”, “missense” e “splice”, perdas alélicas, rearranjos
e delecdes (LEVINE et al., 1994). A grande maioria das mutagdes encontradas no P53
de tumores humanos esta distribuida sobre o dominio central da regido codificadora,
entre 0s exons cinco e nove, afetando a capacidade da p53 de se ligar a sequéncias no
DNA. Uma ou mais mutagcdes podem ser herdadas ou podem surgir como
consequéncia da exposicdo a carcindbgenos ambientais ou a agentes infecciosos
(Figura 5) (SILVA, 2004).

O tipo selvagem da proteina p53 é rapidamente eliminado devido a sua curta
meia-vida. Em contraste, a proteina p53 mutante tem uma meia-vida de varias horas e
pode ser detectada por técnicas de imunoistoquimica (Figura 5) (KANDIOLER-
ECKERSBERGER et al., 2000; NAKANO et al., 2005; WU et al., 2006). A meia vida
muito curta da p53 selvagem impede a sua deteccdo em células normais. Assim, a
deteccdo imunoistoquimica da proteina p53 corresponde a deteccdo de mutantes de
p53 (GINN et al., 2000).

2.3.3- Expresséo da p53 e resisténcia a quimioterapia

A maioria dos agentes antineoplésicos danifica direta ou indiretamente o DNA.
(HICKMAN, 1996; SCHMITT & LOWE, 2002; LUQMANI, 2005). A p53 possui um papel
importante na resposta ao dano do DNA induzido por drogas quimioterapicas
(KONSTANTINIDOU et al., 2002). Os mecanismos envolvidos vinculam aumento rapido
dos niveis da p53 e a mediacdo de varias respostas celulares, incluindo (1) interrupcéo
na fase G1 via inducé&o transcricionais da p21/WAF21 (CHEN et al., 1995); (2) reparo do
dano ao DNA via indugéo transcripicional do GADD45, que interage com o PCNA para
realizagcdo desta funcéo; e (3) inducao da apoptose (LOWE et al., 1994).

A interrupgéo do ciclo celular na fase G1 permite o reparo do DNA antes da fase
S. Contudo, se o reparo perfeito for impossivel, a p53 entdo aciona a morte celular
programada (SMITH et al.,1994). Nas células tumorais com a p53 mutante, a perda da
funcdo desta proteina e subsequentemente dos eventos celulares descritos acima
resultam em resisténcia a quimioterapia (LOWE et al., 1994; HICKMAN, 1996).
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Entretanto, em algumas células, a perda do ponto de controle do G1 nao influencia na
quimiossensibilidade, ja que o do G2 parece ser um determinante mais importante da
sensibilidade. As diferencas descritas provavelmente indicam que o tipo da resposta é
um fenémeno especifico do tipo celular (SLICHNMYER et al., 1993).

Figura 5. Representacdo esquemaética da proteina p53 do tipo selvagem em contraste
com a p53 mutante. A meia-vida e a habilidade de se ligar especificamente ao
DNA sé&o as caracteristicas mais marcantes que distinguem uma da outra
(adaptado de STRANO et al., 2007).

Lowe et al. (1994) foram os primeiros a perceber a importancia da p53 na morte
celular induzida pela quimioterapia ao detectarem que os fibroblastos embrionéarios de
camundongos deficiente de p53 foram mais resistentes que suas contrapartes, que
conservavam esta proteina, em induzir apoptose pelos agentes quimioterapicos.
Estudos posteriores em camundongos e humanos confirmaram que a p53 é um

mediador critico da morte celular induzida por muitas das drogas quimioterdpicas
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usadas comumente. Grande parte dos agentes que lesam o DNA, induzem o acumulo e
ativacao da p53, geralmente como resultado de modifica¢cdes pds-transducionais, como
a fosforilagdo (SCHMITT & LOWE, 2002; IRWIN, 2004). Clinicamente, a resposta do
tumor a quimioterapia pode ser também correlacionada com a condi¢cédo da p53 (LOWE
et al., 1994).

Proteinas p53 alteradas foram consideradas como fator potencial de prognostico
para uma variedade de tumores humanos. Os dados experimentais permitem
estabelecer correlacao entre a perda da funcéo da proteina p53, devido as mutacdes, e
a diminuicdo da sobrevivéncia de pacientes com carcinomas mamario ou pulmonar,
sendo considerada fator prognostico desfavoravel. Entretanto, esta associagcdo pode
nao ocorrer para todos os tipos de tumores (HARRIS & HOLLSTEIN, 1993) e, no caso
de animais, os resultados para 0 mesmo tipo de tumor podem ser contraditorios (GINN
et al., 2000; JAFFE et al., 2000).

Nesse sentido, Ginn et al. (2000) ndo conseguiram estabelecer a relacdo entre a
expressdo da p53 e o prognostico em cdes portadores de mastocitoma cutaneo canino.
Além disso, nédo foram verificadas diferencas significativas entre o grau histolégico do
tumor e a imunorreatividade da p53. Os autores sugerem que a auséncia de correlagao
entre a imunorreatividade para p53 e o comportamento biolégico do tumor ocorreu
devido a falta de especificidade da p53 para o gene supressor mutante.

Por outro lado, Jaffe et al. (2000) verificaram que mastocitomas cutaneos
caninos de grau lll apresentaram porcentagem de células marcadas com a p53
significativamente maior do que os tumores de graus | e Il. Nestes ultimos, ndo foram
observadas diferencas significativas entre eles, impossibilitando a distincdo por esta
técnica. Embora os tumores de grau Il tenham apresentado uma porcentagem
significativamente maior de células marcadas, ndo foi possivel estabelecer uma
associacao entre o grau histopatoldgico e o tempo de sobrevivéncia ou o tempo de
recorréncia do tumor.

Tumores osteogénicos caninos foram classificados de acordo com a
porcentagem de células tumorais marcadas com o anticorpo policlonal p53. Diferencas
significativas foram observadas entre osteossarcomas (72%) e tumores 0sSseos

multilobulares (20%), mostrando que a proteina p53 esta superexpressa na maioria dos
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osteossarcomas caninos. Entre os osteossarcomas, 0s do esqueleto apendicular
apresentaram prevaléncia significativamente maior de p53 (84%) do que os do axial
(56%). Esses resultados sugerem que alteragbes na expressdao da p53 estdo
correlacionadas com tumores de comportamento altamente agressivo (SAGARTZ et al.,
1996).

Estudando linfomas caninos, Sueiro et al. (2004) identificaram a marcacéo
nuclear para p53 em 59,6% dos casos. A superexpresséo da p53 em linfomas caninos
foi significativamente associada com aqueles de maior grau histologico (escore 2), o
que condiz com seus comportamentos clinicos mais agressivos. Os mesmos autores
observaram aumento significativo da idade média dos casos positivos para p53
(escores 1 e 2) e dao suporte a teoria de que as mutacdes genéticas tendem a se
acumular com o aumento da idade, enquanto o reparo do DNA se torna menos
eficiente, aumentando, assim, a susceptibilidade aos tumores. Veldhoen et al. (1998)
sugeriram que cdes com linfoma podem ndo responder a quimioterapia devido a
mutacdes no p53.

A expressdo da p53 em tumores também pode estar associada a fatores
oncogénicos. Snyder et al. (2004) estudaram a expressao da p53 no carcinoma de
células escamosas oral felino, relacionando-o com a exposi¢éo a fumaca de cigarro. Em
65% das amostras foi observada marcacao positiva para a p53. As provenientes de
gatos expostos a fumaca apresentaram superexpressao de p53, cerca de 4,5 vezes
maior do que 0s ndo expostos. Entre aqueles expostos cinco anos ou mais, a qualquer
tipo de tabaco, a expressdo da p53 foi sete vezes maior. Gatos de pélos longos e
fémeas também manifestaram maior expressao da p53 em seus tumores. Os resultados
desse trabalho indicam relagdo entre o desenvolvimento do carcinoma de células
escamosas oral felino e a exposi¢cdo domeéstica a fumaca de tabaco, podendo implicar o
gene P53 como um sitio potencial para mutacfes relacionadas a carcinogénese deste
tumor (SNYDER et al., 2004).
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3- MATERIAL E METODOS

3.1- Grupos experimentais

Foram selecionados espécimes caninos de tumores venéreos transmissiveis
(TVTC, n=14), mastocitomas (MAST, n=16), carcinomas mamario e de glandula
hepatdide (CAR, n=22) e linfomas (LINF, n=16) dos arquivos do Laboratério de
Histopatologia do Departamento de Patologia Veterinaria e do Laboratério de
Imunoistoquimica da FCAV — UNESP — Campus de Jaboticabal/SP, que estavam
armazenados em blocos de parafina de 1990 a 2004. A seguir, 0s espécimes foram
distribuidos em subgrupos conforme exposto na tabela 1 e figura 6.

Tabela 1. Numero de espécimes tumorais distribuidos por grupos e subgrupos.
Jaboticabal, SP, 2008.

Grupo N° de Subgrupo N° de
espécimes espécimes
TVTC TVT! 9
(Tumor Venéreo 14 TVTR 5
Transmissivel Canino) (TVT resistente & quimioterapia?)
MASTI 8
MAST 16 (Mastocitoma grau )
(Mastocitomas) MASTIII 8
(Mastocitoma grau I11)
CARM 14
CAR 29 (Carcinoma mama@rio)
(Carcinomas) CARH 8
(Carcinoma de glandula hepatéide)
LINFB 9
LINF 16 (Linfoma de células B)
(Linfomas) LINFT 7

(Linfoma de células T)

“Espécimes coletados antes do inicio do tratamento quimioterapico.
*TVTs que apresentaram pouca ou nenhuma resposta clinica ao final do tratamento quimioterapico com
sulfato de vincristina.

Com excecdo dos espécimes que constituiram o grupo TVTR, todos os demais
foram obtidos de animais ndo previamente submetidos a terapia antineoplasica,

baseando-se nas informacgdes contidas no histérico clinico.
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Todos espécimes que compuseram 0S grupos e subgrupos experimentais
estavam emblocados em parafina e foram novamente cortados, corados com

Hematoxilina & Eosina, examinados e classificados de acordo com Meuten (2002).

A B
C D
E F

Figura 6. Fotomicrografias de cortes histolégicos dos espécimes neoplasicos caninos
empregados neste estudo: (A) Tumor venéreo transmissivel canino (x400); (B)
Mastocitoma cutaneo grau | (x400); (C) Mastocitoma cutaneo grau Il (x400);
(D) Linfoma (x400); (E) Carcinoma mamario (x100); (F) Carcinoma de glandula
hepatdide (x200). Coloracdo pela Hematoxilina & Eosina. Imagem captada por
equipamento digital Sony® DSC-W70 acoplado a microscépio triocular Nikon®
Eclipse E200. Jaboticabal,SP, 2008.
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3.2- Imunofenotipagem dos linfomas

O imunofendtipo dos linfomas foi previamente determinado por Sueiro et al.
(2004), por imunoistoquimica, sendo classificados como B ou T, quando pelo menos
10% das células neoplasicas reagiram exclusivamente com o anticorpo CD79a (clone
HM57; Dako Cytomation, Carpenteria, CA, USA), ou com o anticorpo CD3 (céd. A0452,
Dako Cytomation, Carpenteria, CA, USA), respectivamente.

3.3- Estudo imunoistoquimico

O método imunoistoquimico utilizado foi o complexo estreptoavidina-biotina
(ABC), desenvolvido por Hsu et al. (1981). Trés anticorpos primarios foram utilizados
para se avaliar a expressao das proteinas MRP1, p53 mutante e da isoenzima GSTpi,

nos diferentes grupos experimentais (Tabela 2).

Tabela 2. Especificagbes dos anticorpos empregados nas rea¢cfes de imunoistoquimica
neste estudo. Método ABC. Jaboticabal, SP, 2008.

Anticorpos  Imunoglobulina Especificidade Clone Diluicao Cédigo
primarios (subclasse)

MRP1 IgG2a Camundongo  Monoclonal 1:25 NCL-MRP1*
anti-humano 33A6

GSTpi - Coelho Policlonal 1:50 RB-050-A0”
anti-humano Ab-1

p53 - Coelho Policlonal 1:100 NCL-p53-CM1*

anti-humano CM1

“Novocastra Laboratories Ltd, Newcastle, UK.
“Labvision Corporation, Fremont CA, USA.

Cortes de 3 um de espessura foram montados em laminas histolégicas pré-
tratadas com Poly-L-lisina (Céd. P4832 - Sigma Chemical Co., St Louis, MO EUA). As
laminas assim montadas, foram deixadas em estufa a 60°C por 30 minutos e, em
seguida, passaram por desparafinizacdo em xilol e hidratagdo em graduacdes
decrescentes de etanol. ApGs lavagem em agua destilada foi realizado o bloqueio da
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atividade endbégena da peroxidase por meio da imersdo das laminas em peréxido de
hidrogénio a 8% em metanol por 20 minutos (exceto nas rea¢cdes com o anticorpo anti-
MRP1). A recuperacéo antigénica foi realizada pelo calor e a técnica utilizada variou de
acordo com o anticorpo primario empregado (Tabela 3). Apds o resfriamento das
laminas por 20 minutos a temperatura ambiente, procedeu-se o bloqueio das reacdes
nao-imunes (Tabela 3). Em seguida, as laminas foram incubadas com o anticorpo

primario durante toda a noite (de 12 a 18 horas), a 4°C.

Tabela 3. Anticorpos primarios e seus respectivos métodos e tampdes de recuperagédo
antigénica, bloqueio das ligagbes ndo imunes e anticorpos secundarios
empregados nas reacdes de imunoistoquimica neste estudo, pelo método
ABC. Jaboticabal, SP, 2008.

Anticorpos Tampdes de Método Bloqueio das Anticorpos
primarios Recuperagao ligacdes n&o imunes secundarios
MRP1 Tris-EDTA Panela de Soro eqiiino normal® Anti-lgG de
pH=9,0 pressao 20 minutos camundongo®
(5 minutos) 40 minutos
GSTpi Retrieve-alll’  Banho Maria  Soro caprino normal®  Anti-lgG de coelho®
(30 minutos) 20 minutos 40 minutos
p53 Citrato Panela de Soro albumina Anti-imunoglobulina
pH=6,0 pressao bovina* multi-espécies®
(5 minutos) overnight 40 minutos

* Signet Laboratories, Dedham, MA, EUA céd. 1910

2 VECTASTAIN ABC Elite Kit, (Cod. PK 6102, Vector Laboratories, Burlingame, CA, EUA)

¥ VECTASTAIN ABC Elite Kit, (Cod. PK 6101, Vector Laboratories, Burlingame, CA, EUA)

4 0,1g de BSA em 5mL de tampéo salino com fosfato (PBS), incubado juntamente com o anticorpo

primario.

® Kit Easypath USA (céd. EP-USA, Erviegas instrumental cirtirgico, S&o Paulo, Brasil).
Subsequientemente, incubaram-se as laminas com o anticorpo secundario

biotinilado (Tabela 3), e posteriormente, com o complexo avidina-biotina-peroxidase

(c6d PK6100, VECTASTAIN ABC Elite Kit, Vector Laboratories, CA, EUA ou cod. EP-

USA, Kit Easypath USA, Erviegas instrumental cirdrgico, Sdo Paulo, Brasil). As reagdes

foram reveladas pelo substrato cromogénico, 3,3 diaminobenzendina (C6d. SK4100 —

DAB — Vector Laboratories, Burlingame, CA, EUA) e contracoradas com hematoxilina

de Harris por um minuto.
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Entre as etapas, foram realizadas trés lavagens das laminas histolégicas em
solucao tampdao salina com fosfato (PBS) pH 7,2 com duragéo de cinco minutos cada,
com excecao da etapa entre o bloqueio das ligacdes ndo-imunes e o anticorpo primario.

A desidratacdo dos cortes foi feita em gradiente crescente de alcodis e xilGis,
seguidas pela montagem em laminula em meio permanente balsamo do Canada.

As reacdes com os anticorpos primarios anti-GSTpi e anti-MRP1 tiveram como
controles positivos, figado humano e testiculo canino, célon humano e canino,
respectivamente. Espécimes de carcinomas mamarios caninos que previamente foram
utilizados em outro estudo do nosso grupo de pesquisa (MORO et al.,, 2004) e que
sabidamente expressam a p53 foram empregados como controle positivo nas reacdes
com o anticorpo anti-p53. Como controle negativo foram empregados todos o0s
elementos das rea¢des nos mesmos tecidos, na auséncia dos anticorpos primarios.

Para a avaliagdo da frequéncia da imunomarcagédo, foram aleatoriamente
selecionados cinco campos por corte e, em cada campo, foram contadas 100 células
neoplésicas, entre marcadas e ndo marcadas, com auxilio de um reticulo micrométrico
(Nikon, Inc. — Japan) em aumento de x400 (ocular de x10 e objetiva de x40). Destes,
foram extraidas porcentagens de células neoplasicas marcadas (PCNM) em relacdo ao
total. Foram considerados positivos para a expressdo da MRP1, GSTpi e p53, os
espécimes que apresentaram mais de 10% das células marcadas, como proposto por
outros pesquisadores (MIYOSHI et al., 2002; SUEIRO et al., 2004; CALATOZZOLO et
al., 2005; KUMARAGURUPARAN et al.,, 2006b; SOKOLOWSKA et al., 2005;
YONEMARU et al., 2007).

3.4- Andlise Estatistica
O teste exato de Fisher e a correlacédo de Spearman foram empregados para se

analisar os resultados, considerando-se o valor de P<0,05 para indicar diferenca
significativa (Prisma 5.00 for Windows, GraphPad Software, San Diego California USA).
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4- RESULTADOS

4.1- Dados dos animais

Os 14 cées que tiveram o diagnostico de TVT e incluidos no grupo TVTC tinham
idades que variaram de um a 11 anos (meédia 3,9 anos + 2,7). Oitenta e cinco porcento
eram fémeas e a maioria néo tinha raca definida (85,7%). Nas fémeas, a localizagao
mais frequente dos tumores era na vulva e vagina e nos machos no pénis. Localiza¢des
cutanea, ocular e uterina também foram registradas.

Entre os cdes com o diagndstico de mastocitoma que compuseram 0 grupo
MAST, a raca Boxer foi a mais frequente (31,25%), seguida dos Basset hounds
(18,75%). Outras ragas como o Fila Brasileiro, Weimaraner e Teckel tiveram frequéncia
de 6,25% cada, e 25% nao tinha raca definida. A idade desses animais variou de dois a
13 anos (média 8,4 + 2,8) e o numero de machos e fémeas foi igual. A localizagdo mais
comum do tumor foi a bolsa escrotal (18,75%). Outros locais como cauda, membro
tordcico, membro pélvico, vulva, regido inguinal, mama, pavilhdo auricular, prepucio,
regides toracica lateral e ventral, abdominal ventral, cervical e interdigital também foram
relatados em uma frequiéncia de 6,25% cada um.

A idade dos cées com carcinoma incluidos no grupo CAR variou de seis meses a
15 anos (média de 9,5 anos + 3,5). Os cdes sem raca definida representaram 45,5%
dos casos, seguidos da raca Cocker Spaniel Inglés (13,6%) e Poodle (9%). Outras
racas como Maltes, Doberman pinscher, Pinscher, Teckel, Husky siberiano,
Weimaraner e Fila Brasileiro corresponderam a um caso cada. Todos 0s animais com
carcinomas mamarios que compuseram o subgrupo CARM eram fémeas. Trés céaes
deste subgrupo tinham metéstases em pulmao, figado, rins, bexiga e cérebro. Ja no
subgrupo CARH, quatro cdes eram machos e trés fémeas, em um caso 0 Sexo e a
idade ndo foram informados.

Os cédes com linfomas incluidos no grupo LINF tinham idade que variou de um a
13 anos (média 7,8 + 3.6). Setenta e cinco porcento eram fémeas e 25 % machos. Os
cées sem raca definida e os boxer corresponderam a 18,75% dos casos, seguidos dos
Cocker Spaniel Inglés (12,5%). Outras ragcas como Tenerife, Pastor Aleméo, Rottweiler,
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Terrier Brasileiro, Fila Brasileiro, Poodle e Pinscher corresponderam a um caso cada. A
apresentacdo mais frequente foi a multicéntrica (50%), seguido da cutanea (25%) e
ocular e alimentar (12,5).

4.2 Expressédo da MRP1, GSTpi e p53

As expressodes da proteina MRP1, da isoenzima GSTpi e da proteina p53 foram
observadas em 38 (55,8%), 42 (61,8%) e 49 (72%) espécimes estudados,
respectivamente. Em 27 espécimes (39,7%) houve expressdo concomitante dos trés

marcadores e em 9 (13,2%) a nenhum deles (Tabela 4).

4.2.1- Expresséo da MRP1

A grande maioria dos espécimes neoplasicos que expressaram a proteina MRP1
mostrou marcacao citoplasmatica de aspecto granular e difuso (Figura 7 A a E). A
intensidade de coloracdo predominante foi moderada, entretanto em alguns carcinomas
mamarios e de glandula hepatodide a intensidade variou de moderada a forte (Figuras 7
D e E). Em alguns espécimes dos subgrupos TVT, MASTIII CARM, LINFB e LINFT,
também pbde-se notar marcacdo das células do infiltrado inflamatério mononuclear
peritumoral (Figura 7 F).

Os grupos CAR (93,7%) e MAST (86,3%) foram 0s que apresentaram maior
namero de espécimes positivos para a MRP1, seguidos pelo LINF (25%). Nao foi
observada expresséo dessa proteina no grupo TVTC (Tabela 4).

A expressao da MRP1 entre os subgrupos MASTI (100%) e MASTIII (87,5%),
CARM (92,9%) e CARH (75%), e LINFB (22,2%) e LINFT (28,6%) n&o foi significativa
(P>0,05) pelo teste de exato de Fisher (Tabela 4).



Tabela 4. Expressdo e co-expressao da MRP1, GSTpi e p53 nos subgrupos experimentais pela técnica de imunoistoguimica.

Jaboticabal SP,2008.

GRUPO SUBGRUPO ~ MRP1  GSTpi  p53 MRP1+ GSTpi+ MRP1+  MRP1+  MRP1-GSTpi-
ph3 p53  GSTpi  GSTpi+ p53 po3-
i 0/9 409 2/9 0/9 1/9 0/9 0/9 419
Ve ) (45 @20 %) ([119% (0% (0%) (44,5%)
VIR 05 4f5 05 05 05 05 05 15
%) 6% ) %) (%) (% (0%) (20%)
R VR VA VI T/ VAR 7! 014 514
SBTOTAL e s e 9 gy (0% (0%) (35,7%)
MAST] 8/8 6/8 8/8 8/8 6/8 6/8 6/8 0/8
AST (100%)  (75%)  (100%) (100%)  (5%)  (15%)  (75%) (0%)
MASTI 118 318 718 6/8 3/8 38 38 0/8
B75%)  (375%) (§75%) (%) (T5%) (3T5%)  (375%) (0%)
1516 916 1516 1416 916 916 /16 016
SBTOTAL sy (s620) @379 @5%) (629 (362 (5629 (0%)
CARM 1314 1114 1314 13714 1114 1114 11/14 1/14
cAR Q00 (186%) (29) (23%) (186%) (186%)  (186% (7,1%)
CARH 6/8 58 818 6/8 518 418 418 08
(5%)  (625%) (100%) (75%)  (625%) (50%)  (50%) (0%)
SUBTOTAL """"" 1922 162 2 W2 w2 B2 B 7
863%) (27% (54%) (864% (727%) (681%)  (68,1% (45%)
LINEB 2/9 5/9 5/9 1/9 4/9 1/9 1/9 2/9
LINE (2% (55 (BN (1L1%) (G446 0% (111%) (22,2%)
LINET 2T A7 6/7 2T 47 2T 2T 07
(86%) (5726 (857%) (86%) (571%) (286%)  (286%) (0%)
g6 9le 116 316 816 36 316 216
SBTOTAL ooy 63w @879 (87% (0% (87  (187%) (12,5%)
TOTAL 3868 4268  49/68 36/68  34/68  27/68 27/68 9/68
G58%)  (618% (%) (53%)  (50%  (397% (397 (13,2%)

TS
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4.2.2- Expressao da GSTpi

A expressao da isoenzima GSTpi nos espécimes estudados e nos controles
positivos (testiculo canino e figado humano), empregados, foi predominantemente
citoplasmatica, de aspecto granular e difuso, entretanto, em alguns espécimes dos
subgrupos TVT, MASTI, CARM, CARH e LINFT, poOde-se observar marcacéo
concomitante do citoplasma e do nucleo (Figura 8 A a E). Células mononucleares do
infiltrado inflamatorio peritumoral, células mioepiteliais, fibroblastos e vasos também
foram marcados (Figura8 D, E e F).

Dentre os grupos experimentais, o CAR apresentou maior numero de espécimes
positivos (72,7%). Os grupos TVTC, LINF e MAST apresentaram nimero de espécimes
positivos semelhantes, 57,1%, 56,3 e 56,2%, respectivamente (Tabela 4).

Embora se tenha observada maior frequéncia de expressao para a GSTpi nos
subgrupos TVTR (80%), MASTI (75%) e CARM (78,6%) e LINFB (55,5%) em
comparacao aos subgrupos TVT (44,5%), MASTIIl (37,5%), CARH (62,5%) e LINFT
(57,2%), e esta diferenca nao foi significativa pelo teste exato de Fisher (P>0,05) (Tabela
4).

4.2.3- Expresséo da p53

A expressdo da proteina p53 nos espécimes imunorreativos foi
predominantemente nuclear (Figura 9 A a F), contudo pode-se observar marcacdes
citoplasmaticas principalmente nos grupos TVTC, MAST e CAR (Figura9 A, C, D, E e
F). Além das células neoplasicas, fibroblastos e células mioepiteliais apresentaram
marcacdo nos TVTs (Figura 9 A) e nos carcinomas mamarios (Figura 9 F),
respectivamente.

Os grupos CAR (95,4%) e MAST (93,7%) foram o0s que apresentaram maior
namero de espécimes positivos, seguido dos LINF (68,7%) e TVTC (14,2%) (Tabela 4).

Quando se comparou a expressao da p53 entre os subgrupos TVT (22,2%) e TVTR (0%),

MASTI (100%) e MASTIII (87,5%), CARM (92,9%) e CARH (100%) e LINFB (55,5%) e LINFT
(85,7%) esta néo foi significativa (P>0,05) pelo teste exato de Fisher (Tabela 4).
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Figura 7. Ver legenda na pagina seguinte.
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Figura 7. Fotomicrografias de espécimes neoplasicos caninos submetidos a reacdo de
imunoistoquimica, empregando o anticorpo anti-MRP1. (A e B) Mastocitoma grau
| e grau lll respectivamente, observam-se marcagdes citoplasméaticas granulares
e difusas, de coloracdo castanha e intensidade forte (x400). (C) Carcinoma de
glandula hepatdide, observam-se marcagdes nas células neoplasicas
delimitadas por tecido conjuntivo com marcacdo discreta (x200). (D) Mesmo
espécime de carcinoma de glandula hepatéide exibido em C, em maior aumento
(x400), evidenciando marcac¢fes citoplasméaticas granulares e difusas com
intensidade de coloracdo variando entre moderada e intensa. (E) Carcinoma
mamario, mostrando marcag¢fes citoplasméticas granulares, de coloragao
castanha e intensidade forte (setas verdes) a moderada (setas vermelhas) (x400).
(F) Tumor venéreo transmissivel, onde se observam células do infiltrado
inflamatério mononuclear marcadas de coloracdo castanha e auséncia de
marcacdo nas células neoplasicas (x400). Método ABC. Contracoloracdo pela
Hematoxilina de Harris. Imagem captada por equipamento digital Sony® DSC-
W70 acoplado a microscdpio triocular Nikon® Eclipse E200. Jaboticabal, SP,
2008.



Figura 8. Ver legenda na pagina seguinte.
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Figura 8. Fotomicrografias de tecidos neoplasicos caninos submetidos a reacdo de
imunoistoquimica, empregando o anticorpo anti-GSTpi. (A) Tumor venéreo
transmissivel, mostrando marcac¢des citoplasmaticas granulares e nucleares, de
coloracdo castanha e intensidade forte (x400). (B) Linfoma B, com marcacdes
citoplasmaticas granulares, de coloracdo castanha e intensidade moderada
(x400). (C) Mastocitoma grau |, observam-se marcacdes citoplasmaticas
granulares e nucleares de coloragdo castanhas e intensidade forte (x400). (D)
Mastocitoma grau Ill, observam-se marcacOes citoplasmaticas granulares e
nucleares das células neoplasicas e das paredes dos vasos (setas) de coloragéo
castanha e intensidade moderada (x400). (E) Carcinoma mamario, onde se nota
marcac¢des citoplasméticas granulares e nucleares das células tumorais e dos
fibroblastos  (x400). (F) Carcinoma mamario, notam-se marcacdes
citoplasmaticas granulares de coloracdo castanha e intensidade forte nas
células do infiltrado inflamatério mononuclear (x400). Método ABC.
Contracoloracdo pela Hematoxilina de Harris. Imagem captada por equipamento
digital Sony® DSC-W70 acoplado a microscépio triocular Nikon® Eclipse E200.
Jaboticabal, SP, 2008.



Figura 9. Ver legenda na pagina seguinte
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Figura 9. Fotomicrografias de tecidos neoplasicos caninos submetidos a reacdo de
imunoistoquimica, empregando o anticorpo anti-p53. (A) Tumor venéreo
transmissivel, observam-se marcacdes nucleares de coloracdo castanha e
intensidade forte e discreta marcacao citoplasmética das células neoplasicas
(x800). (B) Linfoma B, observam-se marcagdes nucleares de coloragdo castanha
e intensidade forte (x400). (C e D) Mastocitoma grau | e carcinoma de glandula
hepatdide respectivamente, notam-se marcacdes nucleares de coloragéo
castanhas e intensidade forte e discreta marcagdo citoplasmatica (x400). (E)
Carcinoma mamario, onde se nota marcagdes nucleares de coloragdo castanhas
e intensidade forte e marcagdes citoplasmaticas discretas(x400). (F) Carcinoma
mamario, notam-se marcagfes nucleares de coloragdo castanha e intensidade
forte e discreta marcacdo citoplasmética das células neoplasicas e mioepiteliais
(setas) (x400). Método ABC. Contracoloracdo pela Hematoxilina de Harris.
Imagem captada por equipamento digital Sony® DSC-W70 acoplado a
microscopio triocular Nikon® Eclipse E200. Jaboticabal, SP, 2008.
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4.3- Co-expressao da MRP1, GSTpi e p53

Comparando-se 0 numero de espécimes positivos para os trés marcadores nos
grupos experimentais, observou-se que este foi maior para GSTpi em relagdo aos
demais no TVTC (57,1%). Nos grupos CAR (95,4%) e LINF (68,7%) um maior namero
de espécimes expressaram a p53, enquanto que no grupo MAST (93,7%) houve um
namero igual de espécimes positivos para a p53 e MRP1 (Tabela 4).

Em outra analise, buscou-se verificar se houve co-expressao dos trés marcadores
nos espécimes neoplasicos, em cada grupo experimental. Dessa forma, observou-se
que o grupo CAR foi o que mostrou o maior nimero de espécimes que co-expressaram
MRP1, GSTpi e p53 (68,1%), seguidos do MAST (56,2%) e do LINF (18,7%). N&o houve
co-expressao dos trés marcadores no grupo TVTC (Tabela 4).

Ao avaliar a co-expressao dos marcadores aos pares, observou-se que nos
grupos MAST, CAR e LINF houve co-expressdo da MRP1 e p53 em 87,5%, 86,4% e
18,7% dos espécimes, respectivamente. Ja a co-expressao da GSTpi e da p53 pbde ser
observada em 7,1% dos espécimes do TVTC, 56,2% do MAST, 72,7% do CAR e 50%
do LINF. A co-expressao da MRP1 e da GSTpi ocorreu em 56,2% do MAST, 68,1% do
CAR e 18,7% do LINF. No entanto, a co-expressao da MRP1 e GSTpi sempre foi
coincidente com a p53.

4.4- Porcentagem de células neoplasicas marcadas

Os valores minimos e maximos, medianas e dos interquartis das PCNM, pelos
anticorpos em cada subgrupo estdo demonstrados na figura 10.
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Figura 10 — Representacdo grafica das porcentagens minimas e maximas de células
neoplasicas marcadas nos subgrupos experimentais com 0s anticorpos
anti-GSTpi, MRP1 e p53. As linhas horizontais continuas representam o0s
valores das medianas. As caixas representam os intervalos interquartis (25°
ao 75° percentil). As hastes representam os valores minimos e maximos das
porcentagens de células neoplasicas marcadas. A linha horizontal tracejada
representa o limite para considerar a expressdo positiva para determinado
marcador. Jaboticabal, SP, 2008.
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O teste de Spearman mostrou correlagdo positiva na PCNM apenas entre a
GSTpi e a MRP1 no subgrupo LINFT (r=0,8846, P=0,0123) (Figura 11), sugerindo que a
PCNM para ambos os marcadores tendem a aumentar conjuntamente. Nenhuma
correlagdo foi observada entre os demais subgrupos.

Figura 11. Representacdo gréafica da andlise de correlagdo entre as PCNM para a MRP1 e
GSTpi no subgrupo LINFT (P=0,0123). As linhas tracejadas horizontal e vertical
representam o limite para considerar a expressao positiva.
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5- DISCUSSAO

Este é o primeiro trabalho que avaliou conjuntamente as expressdes das
proteinas MRP1 e p53 e da enzima GSTpi por imunoistoquimica em espécimes caninos
de TVTs (de ocorréncia natural e refratarios a quimioterapia), de mastocitomas (grau | e
ll), de carcimonas (de glandulas maméaria e hepatéide) e de linfomas (de células B e T).
Anteriormente alguns marcadores de resisténcia a multiplas drogas, como a p53 (GINN
et al., 2000; JAFFE et al., 2000; SUEIRO et al., 2004), gp-P (MIYOSHI et al., 2002;
GERARDI, 2005; LEE et al., 2007), MRP1 (MIYOSHI et al., 2002; LEE et al., 2007) e
GSTpi (ROCHA et al., 2000) j& haviam sido identificados em neoplasias caninas.

A imunoisquimica é uma técnica relativamente barata e simples que pode ser
utilizada em tecidos congelados e parafinados, o que torna possivel a realizacdo de
estudos retrospectivos com materiais arquivados (TOTH et al., 1994; BERGMAN &
OGILVIE, 1995). Entretanto, a maioria dos anticorpos disponiveis comercialmente foi
desenvolvida contra imundgenos especificos humanos e murinos e por essa razao,
alguns podem néo apresentar reatividade cruzada interespécies (KELLER et al., 2007).

Os trés anticorpos empregados no presente estudo foram comercialmente
desenvolvidos contra antigenos especificos humanos. Dentre eles, o anticorpo policlonal
anti-p53, clone CM1 (Novocastra Laboratories Ltd, Newcastle, UK) ja havia sido testado
e com éxito em tecidos neoplésicos caninos (SUEIRO et al., 2004; De NARDI, 2007;
MORO et al., 2004). Além disso, sua reatividade cruzada com tecidos caninos foi
comprovada por Keller et al. (2007). Até o momento, trabalhos mostrando especificidade
cruzada dos anticorpos anti-MRP1 (Novocastra Laboratories Ltd, Newcastle, UK) e anti-
GSTpi (Labvision Corporation, Fremont CA, USA), como os empregados nesse estudo,
em tecidos caninos, ndo foram realizados. Todavia, trabalhos anteriores utilizando
diferentes clones comerciais destes anticorpos tiveram sucesso em marcar as
respectivas proteina (MIYOSHI et al., 2002; LEE et al., 2007) e enzima (ROCHA et al.,
2000) em tecidos neoplasicos caninos. Adicionalmente, a utilizagdo de controles
humanos e caninos no presente estudo permitiu comparar e estabelecer o padrao de

marcacao para cada anticorpo nas duas espécies.
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A marcacao citoplasméatica observada para o anticorpo anti-MRP1 foi semelhante
a descrita em estudos anteriores envolvendo tumores humanos e caninos (FUKUSHIMA
et al.,, 1999; MIYOSHI et al.,, 2002; KAMATA et al., 2008). No entanto, outros
pesquisadores, documentaram marcagdo da membrana plasmatica além desta (LARKIN
et al., 2004; CALATOZZOLO et al., 2005; FILIPITS et al., 2005). Adicionalmente, no
nosso estudo foi observado que a marcacao citoplasmatica apresentava um aspecto
granular, caracteristica também descrita por Larkin et al. (2004) e Calatozzolo et al.
(2005). Pesquisadores sugerem que a MRP1 se acumule em vesiculas citoplasméaticas
(LOE et al., 1996; RENES et al., 2000; RAJAGOPAL & SIMON, 2003) e esta distribuicéo
poderia, de certo modo explicar o aspecto granular da marcacao citoplasmatica
identificada em nosso estudo.

A reatividade da MRP1, nos subgrupos experimentais, ndo pode ser associada a
fatores habitualmente relacionados com pior prognostico, como gradacao histologica
(mastocitomas), resisténcia clinica a quimioterapia (TVT) e ao imunofenotipo (linfomas).
Expressdes significativas da MRP1 seriam esperadas nos mastocitomas grau Ill, TVTs
refratarios a quimioterapia e linfomas de células T, fato que ndo ocorreu.

Miyoshi et al. (2002) nao observaram positividade nos mastocitomas caninos grau
Il empregando o mesmo anticorpo, e assim como no presente estudo, n&o verificaram
associacao significativa entre o nimero de casos positivos e a gradacao histoldgica.

Em tumores humanos, a expressao da MRP1 tem cada vez mais sido associada a
um pior prognéstico (NOOTER et al., 1997; SULLIVAN et al., 1998; RUDAS et al., 2003;
BERGER et al.,, 2005; FILIPITS et al., 2005; OHSAWA et al., 2005). Associacéo
semelhante foi também encontrada por Rezende (2005), em linfomas caninos
recidivantes, quando comparadas as expressées no momento do diagndstico,
empregando a RT-PCR e o “DOT blot”, técnicas distintas da utilizada no estudo em tela.

A marcacgdo citoplasmética e nuclear da GSTpi observada nos espécimes
tumorais seguiu 0 mesmo padrdo descrito para tecidos neoplasicos humanos (ALI-
OSMAN et al., 1997; CALATOLOZZO et al., 2004; HOWELLS et al., 2004; SOH et al.,
2005). Entre os humanos, esse padrdo de marcacdo tem sido relacionado ao
prognostico (ALI-OSMAN, et al., 1997, HOWELLS et al., 2004; SOH et al., 2005),

embora sujeito a controvérsias. Enquanto dois estudos relacionaram a expressao
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concomitante nuclear e citoplasmatica da GSTpi ao menor tempo de sobrevida do
paciente e resisténcia a quimioterapia (ALI-OSMAN et al., 1997; SOH et al., 2005), outro
associou 0 mesmo padrdo de marcagdo da enzima a caracteristicas mais favoraveis
(HOWELLS et al., 2004).

No presente estudo, a marcacdo concomitante do citoplasma e do nucleo foi
observada nos subgrupos TVT, MASTI, CARM, CARH e LINFT. No entanto estudos
futuros sdo necessérios para correlacionar a localizagdo da GSTpi com o progndstico
em neoplasias caninas.

N&o se levando em consideracdo o padrao de marcacao, a expressao da GSTpi
em tumores humanos tem sido associada a pior progndéstico, caracterizado por menor
tempo de sobrevida e resisténcia a quimitergpicos (SHIGA et al., 1999; HUANG et al.,
2003; RIBRAG et al., 2003; ARAI et al., 2008). Em caes, embora as concentracdes da
GST, parecam ser maiores nos tecidos neoplasicos do que nos tecidos normais
(KUMARAGURUPARAN et al, 2006a), embora no realizado por Rocha et al. (2000) essa
associacdo nao pbde ser estabelecida. Contudo, deve-se levar em consideracdo 0s
poucos tipos neoplasicos pesquisados e o numero limitado de estudos envolvendo a
expressdo da GSTpi em neoplasias caninas.

Conforme descrito pelo fabricante do anticorpo policlonal coelho anti-humano
clone CM1 (Novocastra Laboratories Ltd, Newcastle, UK), o padrdo de marcacédo da
proteina p53 é nuclear. Porém estudos empregando este mesmo clone em neoplasias
humanas identificaram marca¢@o nuclear, associada ou ndo a citoplasmatica (SUN et
al., 1992; BOSARI et al., 1994; ZHANG, 1999). Interessante salientar que pesquisas
apontaram o padrdo citoplasmatico relacionado a um pior progndstico em tumores
colorretais humanos (SUN et al., 1992; BOSARI et al., 1994; FLAMINI et al., 1996). Em
cdes, a marcagdo citoplasméatica foi relatada em neoplasias mamérias (INOUE &
SHIRAMIZU, 1999; HAGA et al., 2001; De NARDI, 2007), intestinais (GAMBLIN et al.,
1997; WOLF et al., 1997) e o6sseas (LOUKOPOULOS et al.,, 2003) empregando
anticorpos mono e policlonais anti-p53. Todavia, Keller et al. (2007) consideraram
inespecificas as marcac¢des citoplasmaticas observadas com o anticorpo CM1 em

linfomas, osteossarcomas e carcinomas mamarios caninos.
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No presente estudo, pode-se notar padrées de marcacdo nuclear, nuclear e
citoplasmatica ou somente citoplasmatica empregando o clone CM1. Estes dois ultimos
foram encontrados principalmente nos TVTS, mastocitomas e carcinomas mamarios e de
glandula hepatbéide. No entanto, devido as controvérsias a respeito dos padrbes de
marcacao, neste estudo somente foram consideradas positivas as células neoplésicas
com o ndcleo marcado. As possiveis teorias para explicar o acumulo citoplasmatico
incluem: formacdo de complexo entre a p53 mutante e a proteina de choque térmico
citoplasmatica hsp72/73 (PURDIE et al.,, 1991), ligacdo da p53 selvagem a proteina
mdm2 (TOMINAGA et al.,, 1993) e inativacdo da p53 por meio da exclusao nuclear
(BOSARI et al., 1995). Também, Haga et al. (2001) sugerem que apenas a por¢do C-
terminal da proteina esteja presente no citoplasma.

Nos mastocitomas, a porcentagem de espécimes positivos encontrados neste
estudo foi proporcionalmente superior ao detectado por Ginn et al. (2000) e Wu et al.
(2006). Tal como nesses estudos, os referidos autores empregaram um anticorpo
policlonal e consideraram positivos 0s espécimes com porcentagem de células
marcadas superiores a 10%. Também, a PCNM encontrada em nosso estudo foi
superior a detectada por Jaffe et al. (2000), empregando 0 mesmo anticorpo e método.

O maior numero de espécimes positivos e da PCNM no presente estudo,
comparado com os anteriormente citados poderia ser explicado por algumas variacdes
no protocolo imunoistoquimico, como o método de fixacao, diluicdo do anticorpo primario
e método de recuperacédo antigénica empregado.

Adicionalmente no presente estudo, a expressdo da p53 foi detectada nos
mastocitomas de grau | e lll, sem significancia entre o nimero de espécimes positivos e
a gradacao histolégica, concordante com Ginn et al. (2000) e Wu et al. (2006). Segundo
Patnaik et al. (1984), nesses tumores, a gradacdo histologica tem sido o método
rotineiramente empregado por patologistas para se determinar o prognostico. Entretanto,
€ de consenso que este método é subjetivo (PINCZOWSKI et al., 2008). No presente
estudo e nos realizados por Ginn et al. (2000) e Wu et al. (2006) a relacao entre o grau
histologico e a expressdo da p53 nao pdde ser identificada. Isto poderia sugerir que a
expressdo da p53 ndo esté associada a gradacéo histolégica. Contudo, a relacdo entre a

gradacao histologica e o prognéstico nem sempre ocorre (PINCZOWSKI et al., 2008).
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Nos carcinomas mamarios observou-se grande nuimero de espécimes positivos
para a p53, semelhante aos resultados De Nardi (2007), que encontrou expressao
positiva em 100% dos espécimes, empregando o0 mesmo anticorpo policlonal. Contudo,
outros estudos documentaram uma porcentagem menor utilizando anticorpos
monoclonais e diferentes tipos histolégicos de tumores mamérios (INOUE &
SHIRAMIZU, 1999; HAGA et al.,, 2001; LEE et al., 2004). Isso pode indicar que o
anticorpo policlonal favoreceria a reatividade com um maior niamero de epitopos,
enquanto que o anticorpo monoclonal a um epitopo especifico, que pode ndo estar
presente naquele tecido canino. Experiéncia anterior do nosso grupo de pesquisa
confirma que alguns espécimes caninos ndo reagiram com anticorpo monoclonal anti-
p53 (clone DO-7, Cod. NCL-p53-DO-7 Novocastra Laboratories, Ltd,Newcastle, UK), fato
também documentado por Keller et al. (2007). Além disso, é possivel que a expressado
da p53 varie de acordo com o tipo histolégico do tumor mamario.

No presente estudo a expresséo da p53 foi detectada em todos 0s espécimes de
carcinomas de glandulas hepatdides e 75% deles apresentaram mais de 36,75% de
células neoplasicas marcadas. Contrariamente, estudo anterior ndo detectou expressao
da p53 e sugeriu que e a mutacdo dessa proteina fosse menos comum nessas
neoplasias (NAKANO et al., 2005).

No presente estudo a expressao da p53 nos linfomas foi semelhante a observada
por Sueiro et al. (2004), ambos mostrando uma tendéncia a maior expressao nos
linfomas T, embora né&o significativa. Sokolowska et al. (2005) encontraram uma
significancia entre os dois imunofenédtipos, embora a porcentagem de células
neoplasicas marcadas para a p53 ndo tenha ultrapassado 5% em todos 0s espécimes.
Semelhante ao documentado por esses autores, em humanos, Korkolopoulou et al.
(1994) encontraram expressao significativamente maior da p53 em linfomas de células T
do que nos de células B. A expressdo da p53 em linfomas parece estar relacionada a
um desenvolvimento desfavoravel, uma vez que os linfomas de célula T apresentam
menor sobrevida e maior taxa de mortalidade (GREENLEE et al., 1990; TESKE et al,
1994). Raciocinio semelhante poderia ser feito com o grupo TVTC, no qual se esperaria
maior expressdo da p53 no subgrupo TVTR. Todavia, o grupo do TVTC foi o que

apresentou a menor reatividade a esse anticorpo. Em outro estudo realizado por nosso
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grupo de pesquisa foi verificada maior expressao da p53 nos TVTs transplantados em
fase de regressao (MORO et al., dados em publicacdo). Concordante com esse achado
Santos et al. (2008) também documentaram maior expressdo da p53 nos TVTs em fase
de regressdo, quando comparado a fase de progressdo. Esses autores descrevem
relacdo direta entre a expressdo da p53 e o indice apoptético presente nesta fase.
Sugerem ainda que a expressdo da p53 no TVT canino possa corresponder ao tipo
selvagem da proteina. Isto posto, € possivel que a p53, ao menos no TVT, ndo seja um
marcador adequado de resisténcia a quimioterapia. Mais recentemente, Lo et al. (2008)
mostraram em linhagens celulares neoplasicas humanas que o tipo selvagem da p53
regula a expressdo do gene GST e protege o genoma de compostos alquilantes e
geradores de radicais livres.

A RMD, particularmente a quimioterapia é aparentemente multifatorial e
heterogénea. A heterogeneidade da expressdo dos marcadores relacionados aos
mecanismos de RMD pode ser verificada em diferentes tipos histologicos, localizagbes e
em um mesmo espécime tumoral. Além disso, muitos dos marcadores relacionados a
esses mecanismos que podem causar resisténcia sao, em alguma extensédo, inter-
relacionados, enquanto outros sdo independentes, podendo co-existrem em uma
mesma célula neoplasica (LEHNERT, 1996).

A MRP1, a GSTpi e a p53 foram expressas em quase todos 0s grupos
experimentais, com excec¢ao do grupo TVTC que ndo expressou a MRP1. Os resultados
expostos na tabela 4 mostraram que dentre os tipos histolégicos tumorais estudados, o
namero de espécimes positivos para os trés marcadores foi heterogéneo, assim como o
namero de espécimes positivos dentro do mesmo tipo histolégico tumoral. Isto sugere
que a semelhanca do descrito em neoplasias humanas, a RMD em tumores caninos
também possa variar de acordo com o tipo histolégico tumoral e com o marcador
empregado.

A identificacdo da MRP1 como importante bomba de efluxo de conjugados
glutatidnicos eleva a possibilidade de que a MRP1 e a GST possam agir em sinergismo
na resisténcia celular a alguns quimioterapicos (MORROW et al., 1998). Correlacao
positiva entre esses mesmos marcadores também foi identificada quando se avaliou a

PCNM no subgrupo LINFT neste estudo.



68

Por sua vez, a p53 mutante promove a expressdo do gene MRP1 (WANG &
BECK, 1998; SULLIVAN et al., 2000; HAIT & YANG, 2006). A expressao simultanea e
coordenada de dois ou mais marcadores foi mostrada em linhagens celulares e em
tecidos neoplasicos humanos (MORROW et al., 1998; WANG & BECK, 1998; SULLIVAN
et al., 2000; QIAN et al., 2001; PEKLAK-SCOTT et al., 2005).

Até o momento, ndo foram realizados outros estudos envolvendo a co-expressao
dos marcadores MRP1, GSTpi e p53 em neoplasias caninas. No presente estudo, a co-
expressdo dos trés marcadores foi observada em quase 40% dos espécimes
neoplasicos. Dentre eles, os carcinomas (68,1%) e os mastocitomas (56,2%) foram os
gue apresentaram maior frequéncia de co-expressao, seguidos dos linfomas (17,1%).
N&o houve co-expressao dos trés marcadores no grupo dos TVTs. Talvez a frequéncia
de co-expressao desses marcadores no momento do diagndstico nos mastocitomas e
carcinomas seja responsavel pela pior resposta a quimioterapia desses tumores (FOX,
1998; MORRISON, 1998a) quando comparados aos TVTs e aos linfomas, os quais
geralmente respondem bem ao tratamento quimioterapico inicial (MORRISON, 1998b;
VONDERHAAR & MORRISON, 1998).

Isto poderia sugerir que a expressao concomitante dos trés marcadores esta inter-
relacionada e atuando em sinergismo em determinados tipos histologicos tumorais. No
entanto, isto ndo pdde ser observado em todos 0S grupos experimentais, uma vez que
em determinados grupos ndo houve co-expressao dos marcadores, como no grupo dos
TVTs, e em outros, a expressao simultanea de dois marcadores pareceu ser mais
significativa que a dos trés concomitantemente, como nos casos dos mastocitomas e
carcinomas para a MRP1 e p53 e dos linfomas para a GSTpi e p53 (Tabela 4).

O presente estudo mostrou que a maioria dos tecidos neoplasicos caninos
estudados expressa ou co-expressa a MRP1, GSTpi e p53, no entanto, deve-se
futuramente avaliar se a expressao destas isoladamente ou em associagao implicaria no
desenvolvimento da resisténcia clinica a quimioterapia, ou ainda, se poderiam ser Uteis

como marcadores preditivos de progndstico.
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6- CONCLUSAO

Os resultados obtidos neste estudo permitem concluir que:

e A expressao da MRP1, GSTpi e p53 isoladas ou associadas pdde ser observada
em todos 0s grupos experimentais, exceto o grupo TVTC que ndo expressou a
MRP1.

e A localizacdo da marcacao nas células tumorais foi citoplasmatica para MRP1 e
nuclear e/ou citoplasmatica para a GSTpi e p53.

e Nao foi possivel observar diferenca na expressdo dos marcadores de resisténcia
a quimioterapia em relacdo a resisténcia a quimioterapia (TVT e TVTR), gradacéo
histol6égica (MASTI e MASTIII) e imunofenotipo (LINFB e LINFT).

e Ha relacdo direta entre o aumento da expressdo da MRP1 e da GSTpi nos

linfomas T.
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