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EXPRESSAO DOS GENES MDR-1, TP53, BCL-2 E BAX EM TUMOR VENEREO
TRANSMISSIVEL CANINO E SUA RELACAO COM A AGRESSIVIDADE E
RESPOSTA A TERAPIA.

Luis M Montoya, Noeme S Rocha

Resumo

O tumor venéreo transmissivel — TVT ¢ objeto de numerosas investigagdes, apesar
disso, existem lacunas que necessitam estudos. H4& TVTs com graus variados de
agressividade, portanto, alguns ndo respondem aos protocolos terapéuticos
convencionais. Dando a entender que ha modificagdes progressivas do seu perfil
biologico. Técnicas como cultura celular, citometria de fluxo e a biologia molecular
oferecem subsidios para se identificar e quantificar essas modificagdes, inclusive
predizer comportamento bioldgico de tumor. O objetivo foi quantificar a expressdo dos
genes BAX, BCL2, TP53 e MDRI em células de TVT primario e in vitro antes e depois
da vincristina, a fim de identificar modifica¢des quanto a resisténcia a agressividade e o
tratamento. Foram obtidas 18 amostras de TVT caninos, para se estabelecer 8 culturas
primarias. Logo depois se realizou testes de citotoxicidade, sobrevivéncia, apoptose,
curva de crescimento e andlise de expressdo dos genes BAX, BCL2, TP53 ¢ MDRI.
Quando se comparou as células de TVT tratadas com vincristina, com aquelas que nao
receberam o tratamento, houve diferenga estatistica em relacdo as taxas de
citotoxicidade, sobrevivéncia, e fases do ciclo celular, G1, Sub GI e S. Sobre a
expressdo do gene MDR-I a mesma diferenga foi observada quando se comparou
grupos de células tratadas e ndo tratadas. Nessa situagdo, o que se espera encontrar seria
a baixa expressao do gene 7P53, entretanto, ocorreu o oposto, qual seja alta expressao
do gene TP53. Nessa situacao acredita-se que tenha ocorrido o mecanismo regulador de
apoptose. Quanto aos genes BAX e BCL-2 ndo foram observadas diferenca estatistica
entre os grupos. Nesse caso, parecer ndo ter ocorrido a regulagdo esperada, do BAX pelo
TP53. Acredita-se que houve mutacdo do 7P53. Dados pouco relatados em TVT.
Apesar de dados iniciais, podem concluir que estdo relacionados a malignidade do

tumor e resisténcia a quimioterapia.

Palavras chaves: apoptose, citotoxicidade, quimioterapia, toxicogendmica



Abstract

Transmissible venereal tumor - TVT has been subject of numerous investigations,
despite this, there are gaps that need studies. There TVTs with varying degrees of
aggressiveness, so some do not respond to conventional treatment protocols. Implying
that there is progressive alteration of their biological profile. Techniques such as cell
culture, flow cytometry and molecular biology offer subsidies to identify and quantify
these changes, including predicting the biological behavior of the tumor. The objective
was to quantify the gene expression BAX, BCL2, TP53 and MDRI in primary TVT cells
and in vitro before and after vincristine, in order to identify changes regarding the
aggressiveness and resistance to therapy. 18 samples of TVT canines were obtained to
establish 8 primary cultures. After was performed cytotoxicity tests, survival, apoptosis,
growth curve and analysis of expression of genes BAX, BCL2, p53 and MDRI. When
comparing the TVT cells treated with vincristine, with those who did not receive
treatment, there was statistical difference in relation to cytotoxicity rates, survival, and
cell cycle phases, G1, Sub GI and S. About the MDR-1 gene expression, the same
difference was observed when comparing cells treated and untreated groups. In this
situation, what would be expected at the low expression of the 7P53 gene, however,
was the opposite, in other words high expression of 7P53 gene. In this situation it is
believed that there has been a regulatory mechanism of apoptosis. In BAX and BCL-2
genes were not observed statistical difference between the groups, in this case, appears
to have not occurred the regulation expected of BAX by TP53. It is believed that there
TP53 mutation. Data low reported on TVT. Although initial, data may conclude that are
related to tumor malignancy and chemotherapy resistance.

Key words: apoptosis, chemotherapy, cytotoxicity, toxicogen



1. Enunciado do problema

O tumor venéreo transmissivel — TVT ¢€ uma neoplasia que exibe
comportamento biologico versatil. O Laboratorio de Patologia Investigativa Comparada
da FMVZ - Botucatu vem estudando TVTs com diferentes graus de agressividade
(AMARAL, 2005; BASSANI-SILVA, 2005; GASPAR, 2005), resisténcia “in vitro” a
acdo antitumoral da propolis (BASSANI-SILVA et al., 2007) e “in vivo” ao tratamento
com o sulfato de vincristina (GASPAR et al., 2009, GASPAR et al., 2010), a fim de
contribuir para a melhoria do diagnoéstico e terapia do tumor.

Foi observado que as células de TVT mais agressivas apresentam menor
quantidade de quebras no DNA (AMARAL et al., 2011), maiores medidas nucleolares
(AMARAL, 2005), aumento da proliferacao celular evidenciado na alta reatividade de
Ki67 (MBI-1) (GASPAR, 2005); além disso, também foi observado células de TVT que
apresentam altas proporgdes de metastases (AMARAL et al., 2007) e aumento na
expressao da glicoproteina-p (GASPAR et al., 2010), o que faz necessario empregar um
maior numero de doses de quimioterapicos para que haja a regressdo do tumor
(GASPAR et al., 2010), aumentando, assim, os custos do tratamento e seus os efeitos
colaterais (anorexia, mielossupressao e nefrotoxicidade). Essas informagdes apontam
para a existéncia de modificagdes biologicas que tornam TVTs mais agressivos e

resistentes ao tratamento.

2. Introducao

O tumor venéreo transmissivel (TVT) ¢ uma neoplasia de origem incerta,
entretanto, quanto a morfologia, ¢ classificado como uma neoplasia de células redondas,
de aspecto plasmocitéide ou linfocitdéide (AMARAL et al., 2007). A literatura
especializada no assunto, descreve que ele emergiu por volta de dez mil anos (SIDDLE;
KAUFMAN, 2013; MURCHISON et al.,, 2014), sendo sua distribuicdo mundial
(MIKAELIAN et al., 1998; FOWLER et al., 1997; ROGERS et al., 1998; MORALES;
GONZALEZ, 1995; GONZALES et al., 1997; BOOTH, 1994, PEREZ et al., 1994;
FERREIRA et al, 2000; BOSCOS et al., 1999; ERUNAL-MARAL et al., 2000,
SOBRAL et al., 1998; TINUCCI-COSTA, 1999, AMARAL et al.,2004).

O tumor apresenta algumas particularidades, dentre elas afinidade pelo cao

(NIELSEN; KENNEDY, 2000, OLIVEIRA et al., 2013, GANGULY et al., 2013),



geralmente ndo € agressivo, pois raramente esta relacionado com Obito do paciente
(SIDDLE; KAUFMAN, 2013).

As células do TVT possuem a particularidade de se implantar em mucosas,
quando as mesmas perdem a integridade. Assim o tumor se estabelece, se prolifera,
podendo alcangar outros locais, desenvolvendo inclusive metastases; porém a
transmissdo venérea ainda ¢ a mais frequente (OLIVEIRA et al., 2013, GANGULY et
al., 2013).

O mecanismo pelo qual ocorre a implantacdo ainda ¢ incerto, entretanto,
acredita-se que a reducdo da defesa imunoldgica pode contribuir fortemente no
processo. Desta forma, o desenvolvimento do TVT pode ser o resultado do éxito da
neoplasia em relagdo ao sistema imune do hospedeiro. Nessa linha de raciocinio, a
transferéncia tumoral s6 ¢ possivel entre cdes que compartilham o mesmo MHC ou
quando hd comprometimento da imunidade, pois as células de TVT induzem resposta
imune protetora (MURGIA et al., 2006).

A transplantacdo ocorre quando células tumorais intactas perdem a capacidade
de expressar moléculas do complexo principal de histocompatibilidade (MHC) de classe
I e II, permitindo a transposi¢ao da barreira tecidual em caes saudaveis, via contato
entre a pele e/ou mucosa lesionadas (LIU et al., 2008; STOCKMANN et al., 2011).

Uma vez estabelecido, a expressao clinica pode variar desde uma unica forma
até multiplas, preferencialmente na genitalia externa, podendo ser encontrado nas
cavidades do seio nasal, oral, ocular e pele (KIRCHOFF; NOHR, 1994; FERREIRA et
al., 2000, SANTOS et al., 2005, GANGULY et al., 2013).

O diagnodstico da entidade € feito, a principio pela manifestacdo clinica,
posteriormente realiza-se o exame citologico e raramente se faz uso do exame
histopatologico (DAS; DAS, 2000, GANGULY et al., 2013). O citopatologico por ser o
mais sensivel ndo importa se por pungdo ou exfoliacdo, possui diagndstico quase
sempre conclusivo, permitindo inclusive classifica-lo em células redondas, do tipo
linfocitoide, plasmocitdide ou misto (AMARAL et al., 2007, MONTOYA et al., 2012).
O que facilita o estabelecimento do protocolo terapéutico mais adequado.

Apesar da facilidade para sua identifica¢do, existem animais que desenvolvem
alguns TVTs que escapam da normalidade, sendo esses de dificil diagndstico. Ha na
literatura indicagdo para andlises cromossdmicas (citogenética) e imunofenotipagem

(VARASCHIN, 2001), neste ultimo caso, empregasse para sua caracterizacao



anticorpos como anti-lisozima, anti alfa-antitripsina (ATT), anti.vimentina, ¢ o anti-
MACI (marcador de macréfagos) (MOZOS et al., 1996, MARCHAL et al., 1997).

O protocolo terapéutico estabelecido para o TVT, que utiliza o sulfato de
vincristina como agente Unico, em aplicagdes semanais (quatro a oito aplicagdes via
intravenosa), ¢ o mais utilizado para a regressio do tumor (ERUNAL-MARAL et al.,
2000, OLIVEIRA et al., 2013, GANGULY et al., 2013). Dessa forma, cerca de 90%
dos caes submetidos a esse tratamento, de regra, respondem, embora apresentem sinais
e sintomas sugestivos de efeitos colaterais graves que levam a maioria das vezes a
interrupcao do tratamento (GILVIE, 1996, ATHANASIUS et al., 2013).

Apenas um pequeno percentual de tumores € resistente a vincristina (ROGER,
1997, SAID et al., 2009). Nesse caso, o farmaco de escolha ¢ a doxorrubicina
(ROGERS, 1997) e com menor frequéncia a vimblastina, metrotexate, prednisolona ou
suas combinagdes (KUNAKORNSAWAT et al.,, 2010, SUDJAIDEE et al., 2012).
Portanto, a terapia para o TVT, atualmente, restringe-se a um escasso nimero de drogas,
que as vezes sdo insuficientes, pois existem tumores resistentes a elas (SOUSA et al.,
2000; ANDRADE 2008, ATHANASIUS et al., 2013).

Em pesquisas desenvolvidas, no Laboratorio de Patologia Veterinaria
Comparada da UNESP-Botucatu, tém-se evidenciado um aumento progressivo de
tumores que apresentam elevados porcentuais de agressividade e varidvel resposta a
quimioterapia, inclusive resisténcia. Isso em parte ocorre devido a elevada expressdo de
glicoproteina-p pelas células tumorais o que pode acarretar a expulsdo do
quimioterapico (GASPAR et al.,, 2010). Assim, h& um aumento nos custos do
tratamento, além dos efeitos colaterais, tais como anorexia, mielossupressdo e
nefrotoxicidade.

Da mesma maneira, tem-se observado no tumor, padrdes morfoldgicos e
moleculares, que sdo caracteristicos dos tumores mais agressivos (AMARAL et al.,
2011; MONTOYA et al., 2013a), porém, ainda, precisa-se conhecer a associacdo
destes, com o comportamento bioldgico, isto €, com a agressividade ou possivel
resisténcia ao tratamento.

A resisténcia a terapia e o comportamento bioldgico nos tumores sdo fenomenos
multifatoriais e geralmente regulam esses processos, genes pro e antiapoptodticos da
familia BCL-2, mecanismos de detoxificacdo intracelular e superexpressao de moléculas
que transportam as drogas para fora da célula ou para outros compartimentos celulares,

encontram-se como um dos principais exponentes a glicoproteina-p, produto do gene



MDR-1. Finalmente, a resisténcia dos tumores se associa em ultimo termo a sistemas de
reparo do DNA, os quais estdo associados com a familia do TP53.

Dessa forma, considerando a importancia, em aprofundar a compressdo da
evolugdo e patogenicidade do TVT, o estudo visa descrever as possiveis implicagdes da
expressao dos genes MDR-1 (glicoproteina-p), TP53, BCL-2, BAX, quanto a resisténcia
a quimioterapia, ou comportamento bioldégico do TVT.

3. Revisao de literatura
3. 1. Resisténcia mediada pelo gene MDR1 (glicoproteina-p)

Normalmente, a resisténcia a quimioterapia ¢ um grande obstaculo para os
pacientes com cancer; para sua explicagdo, muitos mecanismos t€ém sido propostos,
porém, o principal processo envolvido na resisténcia clinica a quimioterapia ¢ a
superexpressdo da glicoproteina-p (Pgp) na membrana da célula, a Pgp reconhece
diferentes agentes quimioterapicos e os transporta para fora da célula, levando as drogas
a uma redu¢do da concentragdo intracelular, até niveis nao letais (HODGES et al., 2011,
TSUJIMURA; TANAKA, 2012; BINKHATHLAN; LAVASANIFAR, 2013).

Quanto ao TVT, nos ultimos anos, t€ém-se registrado um crescente percentual de
animais resistentes a quimioterapia (GASPAR et al., 2009; 2010, ATHANASIUS et al.,
2013) com severas implicagoes, principalmente devido a atual terapia, a qual restringe-
se a um escasso numero de drogas (ROGER, 1997, SAID et al., 2009).

Desta forma, na procura de explicagdes sobre a variavel resposta terapéutica, foi
sugerido que alteragdes na expressdao da Pgp em células tumorais, tinham associagao
com resisténcia a vincristina, principal droga de escolha para o tratamento do TVT.

A expressdo imunohistoquimica da glicoproteina-p foi varidvel no TVT; e
encontrou-se maior resisténcia a quimioterapia em tumores com superexpressao da Pgp
(GASPAR, 2005; GASPAR et al, 2009; 2010), resultado em concordancia com o ja
descrito em tumores de humanos (HODGES et al., 2011, TSUJIMURA; TANAKA,
2012; BINKHATHLAN; LAVASANIFAR, 2013).

A Pgp, também conhecida como ABCB1 ¢ o produto do gene MDR-1. Trata-se
de uma proteina de 170 kDa, com 12 dominios transmembrana e dois sitios de unido ao
ATP; pertence as proteinas ABC (4TP- binding cassette) que sao canais de membrana
dependentes de energia, e estdo envolvidos na transferéncia de moléculas biologicas
através da membrana contra gradiente de concentracdo, com alta expressdo em tecidos

tumorais previamente expostos a farmacos (SOTO, 2007; MENDELSOHN et al., 2008;



HODGES et al., 2011). A Pgp pode induzir multirresisténcia a drogas (SZAKCS et al.,
2006).

Essa proteina ¢ expressa em células normais das adrenais, rins, figado, colon,
cérebro, pulmodes, sangue periférico e na medula 6ssea (ALEXANDROVA, 1998,
THOMAS; COLEY, 2003). A Pgp funciona como bomba de efluxo dependente da
energia gerada pela hidrolise do ATP (THOMAS; COLEY, 2003; MAIA;
RUMJANEK, 2004). Em condigdes normais, atua defendendo a célula contra agentes
citotoxicos, a Pgp transporta para o exterior da célula drogas, como a doxorrubicina,
dianorrubicina, epirrubicina, vincristina, vimblastina, vinorelbina, otoposide e topotecan
entre outras (SOTO, 2007), reduzindo as concentragdes a niveis ndo letais (THOMAS;
COLEY, 2003; MAIA; RUMJANEK, 2004).

Apesar do mecanismo protetor, a sua superexpressao leva a multirresisténcia a
drogas (TSUJIMURA; TANAKA, 2012). Além disso, a Pgp também transporta
substincias que atuam no crescimento da célula (SZAKCS et al., 2006) e existem
observagdes que sustentam a possibilidade da Pgp promover a sobrevida da célula por
vias independentes ao efluxo de substancias que incluem a inibi¢ao das caspases na via
de apoptoses (WARR et al., 2002).

Em associagdo, quando existe superexpressio do MDR-1, ¢ possivel observar
também sua expressiva influéncia nos mecanismos de apoptose nas células tumorais,
qual seja a de prevencgdo, em consequéncia o numero de células sdo mantidas (WANG
et al., 2013). Outros pesquisadores que investigam o tal fendmeno acreditam que o
MDR-1 atua por meio de uma variedade de estimulos, dentre eles a inibicdo via TNF,
Fas e irradiagdo gama (MACLEOD, 2012; BINKHATHLAN; LAVASANIFAR, 2013).

Em oncologia médica, a importincia clinica da resisténcia a multidrogas ¢
demonstrada pelos niveis elevados de expressao de Pgp; e como consequéncia, auséncia
de resposta a quimioterapia (MENDELSOHN et al., 2008), prognéstico ruim € menor
tempo de sobrevida (BINKHATHLAN; LAVASANIFAR, 2013). MAIA;
RUMJANEK (2004) descreveram que um numero significativo de pacientes que
apresentavam resisténcia a quimioterapia expressavam altas quantidades de Pgp.

Entretanto, estudos desenvolvidos por MOCHIDA et al., 2003, demostraram que
a auséncia da Pgp, suprimiu o aparecimento de neoplasia intestinal em camundongo;
porém, a auséncia da expressdo da Pgp ¢ controversa, pois, ha a descricio que a
alteracdo dos mecanismos mediados pela glicoproteina podem conduzir a maior

exposi¢do a agentes toxicos, levando a incrementar o risco para desenvolver varios



tipos de cancer de diferentes graus de malignidade, porém, essa relagdo casual, ainda
necessita ser melhor estudada (WANG et al,, 2013).

Apesar desses estudos ndo serem atuais, eles trazem informagdes relevantes para
a compreensdo de resisténcia a quimioterapicos, em especial no estabelecimento de
protocolo para o TVT, visto que, sdo escassos os estudos para esse fim. De acordo com
MEALEY et al. (1998), a Pgp em cdes com linfoma funciona de forma similar ao
homem. Nesse caso, os autores demonstraram nas suas pesquisas que os niveis de Pgp
tiveram maiores expressoes na recidiva, do que no momento do diagndstico primario.
De fato, ha correlagdo entre a expressao da Pgp e o comportamento do tumor, visto que
a mesma interfere na remissao e no tempo de sobrevida (BERGMAN et al., 1996).

LEE et al., (1996) demonstraram que a expressao inicial de Pgp nos linfomas de
cdo ¢ menor do que apos a recidiva do tumor e concluiram que a expressao da Pgp antes
do inicio do tratamento ¢ um fator preditivo independente e negativo de sobrevivéncia.

Diante do exposto, a extrapolacdo do estudo da expressao da Pgp e sua relagao
com possivel resisténcia a quimioterapia, pode trazer beneficios para o animal
acometido com o TVT. Além do mais promover informagdes relevantes para a
compreensdo de mecanismos de resisténcia, e estimular pesquisas para uma possivel
modula¢do da expressdo do gene MDR-1 em caninos.

3.2. Resisténcia e agressividade tumoral mediada pela expressio do gene

TP53

O TP53 ¢ um dos genes que com frequéncia sofrem mutagdo, inclusive no
cancer de humanos. Hé relatos que aproximadamente a metade de todos os tumores tem
alteragcdo do 7P53 (SOUSSI; BEROUD, 2001). Existem evidéncias que a expressao de
MDR-1(entenda-se Pgp) ¢ regulada por certos mutantes da proteina p53, e sugere-se que
a resposta a quimioterapia ou radioterapia pode depender em parte ao estado do 7P53
antes do tratamento (MORO et al., 2010).

O gene TP53 localiza-se no braco curto do cromossomo humano 17 (17p13),
contém 11 exons que compreendem a 20 Kb (OZAKI; NAKAGAWARA, 2011),
codifica a formagdo do p53, uma fosfoproteina nuclear de 53 KDa composta por 393
aminoacido. Esta proteina foi descoberta na década de 1970, em preparados de células
SV40, e tém implicagdes no ciclo celular, no reparo e sintese de DNA, diferenciacao
celular, plasticidade gendmica e no programa de morte celular (HARRIS; HOLLSTEIN,
1993; SUZUKI; MATSUBARA, 2011).



A mutagdo do TP53 foi descrita em caes (KANAYAN et al., 2002); no TVT,
CHOI; KIM, 2002 descreveram os primeiros relatos de mutagdo do gene; achados
posteriormente corroborados por SERVIN et al., (2009); porém, a pesar das evidéncias
de mutacdo do gene no tumor, se desconhece se esta particularidade, geram alguma
troca na funcio da proteina (VAZQUEZ et al ., 2008).

De acordo com SERVIN et al., (2009), no TVT, ainda ¢ preciso estabelecer a
funcdo que pode desempenhar os polimorfismos do 7P53 na patogénese e resposta a
quimioterapia. Igualmente, STOCKMANN et al., (2011a) enfatizam a necessidade de
avaliar os efeitos da expressdo da proteina, ¢ membros de sua familia nas células do
TVT, relacionando os achados com o prognoéstico e possiveis alternativas terapéuticas.
Além disso, ainda ¢ preciso determinar a influencia do hospedeiro sobre esta expressao.

Em regra, em tecidos normais, o nivel de expressdao do 7P53 ¢ extremamente
baixo, embora, em resposta a multiplos fatores que podem afetar a célula, esse fato se
pode modificar; alguns desses fatores sdo a ativacdo de oncogénes, hipoxia,
desregulacdao de nucleotideos e danos oxidativos; o p53 ¢ rapidamente acumulado no
nucleo por modificagdes quimicas como fosforilagdo e acetilagdo, exercendo sua fungao
pro-apotdtica e removendo, assim, células com sérios danos no DNA (OZAKI;
NAKAGAWARA, 2011).

Neste caso, a p53 ativa alvos pro-apototicos como a Bax, PUMA, NOXA e
p5S3APA1 que, em conjunto, contribuem para a desestabilizacdo do potencial de
membrana mitocondrial que ¢ um passo critico da via da apoptose (LACROIX et al.,
2006, CZABOTAR et al., 2014).

Assim, o p53 ¢ um importante regulador da apoptose, pois ele interage com
proteinas pr6 e antiapoptoticas como a Bel-2 (MIHARA et al., 2003; TOMITA et al.,
2006, SUZUKI; MATSUBARA, 2011) e como foi dito com o Bax (OZAKI;
NAKAGAWARA, 2011, SUZUKI; MATSUBARA, 2011), além de existir evidéncias,
que também regule a apoptose independente da transcrigdo mitocondrial mediante os
membros da familia Bcl-2 (CORY; ADAMS, 2002; FRENZEL et al., 2009). Da mesma
forma, o p53 pode transativar genes como BAX, resultando em um alto potencial para
induzir apoptose em células tumorais (MENENDEZ et al., 2006).

Porém, o p53 ndo s6 induz apoptose, mas também participa nas demais fases do
ciclo celular, como na fase Gl através da transativacao do p21, e na fase G2/M
bloqueando a entrada da célula a mitose, o mecanismo duplo do p53: comportamento

protetor e indutor da apoptose, indicando que o gene, pode atuar em algumas ocasides



como promotor de tumor, pois o p53 pode levar a maior sobrevida de células com
alguma lesdo e incrementar a possibilidade de transformacdo maligna (SUZUKI,
MATSUBARA, 2011).

Do ponto de vista clinico, a inativagdo ou mutagdo do gene 7P53 ¢ um evento
molecular frequente e grave para a maioria dos tumores; pois existem formas mutantes
do TP53 que exibem tempos de vida média mais longa, com potencial oncogénico, €
efeitos negativos sobre os tipos originais levando a quimiorresisténcia (OZAKI,
NAKAGAWARA, 2011). Inclusive, algumas que ocasionam transativacdo de genes
como EGFR, C-MYC e¢ o MDR-1(CADWEL; ZAMBETTI, 2001) demonstrando
diferentes agdes das formas mutantes da 7P53 (MULLER, et al., 2011; WALERYCH,
et al., 2012).

Em situacdo de heterozigose, no qual os tipos de p53 normais e mutantes estao
presentes, as ultimas formas, antagonizam os tipos normais ja estabelecidos. Isto ¢, a
inativagdo do p53 por expressao de mutantes, pode conceder s células vantagens para
crescimento e sobrevida, incrementando sua proliferacdo, evadindo o mecanismo da
apoptoses e gerando quimiorresisténcia. Inclusive, a expressdo das mutantes de p53
favorecem processos como a angiogénese, migragdo, invasdo e metastase do tumor
(RIVLIN et al., 2011).

Em estudos prévios, desenvolvidos em camundongos com perda do p53 nativo,
foi observado que, apesar de apresentarem com maior frequéncia tumores, exibiam uma
proporcao baixa de metastase e crescimento invasivo (ATTARDI; JACKS, 1999),
quando comparado com camundongos que tinham formas mutantes do p53 (HEINLEIN
et al., 2008). Em estudos —## vitro” em células que apresentavam a mesma condi¢do
observou-se comportamento similar do p53 (ADORNO et al., 2009, MULLER et al.,
2009).

Considerando a analise dos aspectos descritos anteriormente e do ponto de vista
da oncologia comparada, ¢ possivel que no TVT, as mutagdes no gene também possam
impactar de forma direta o comportamento clinico, agressividade, resisténcia e potencial
de metastases do tumor, como ¢ observado em outros tumores, assim, ¢ preciso indagar
estes aspectos.

3.3. Resisténcia e agressividade tumoral mediada pela expressio dos gene
da familia BCL-2.

Proteinas da familia Bcl-2 foram identificadas no TVT. STOCKMANN et al.,

(2011a) demonstraram que no tumor, a superexpressao do Bcl-2 ¢ independente do



estagio de desenvolvimento. Anteriormente, FRENZEL et al., (2009) sugeriram que a
superexpressdo da proteina Bcl-2 promoveria a aquisicdo de fungdes no tumor
associadas a progressdo e a sobrevida. Da mesma forma, AMARAL et al., (2011)
destacam que TVT menos agressivos tém alto indice de apoptose e podem apresentar
melhor progndstico.

Os genes BAX e BCL-2 pertencem a uma mesma familia acerca de 25 genes, que
codificam proteinas que regulam a permeabilidade da membrana externa da mitocondria
e subdividem-se conforme a sua funcao e seu dominio. Suas proteinas podem ser pro-
apoptoticas (Bax, Bad, Bak e Bok, entre outras), anti-apoptdticas (Bcl-2 propriamente
dita, Bcl-xL, e Bcl-w) entre outros (CHAO et al., 1998; MENDELSOHN et al., 2008,
CZABOTAR et al., 2014).

A regulacdo de proteinas da familia Bcl-2 e as interagdes entre os membros da
mesma estdo bem definidos, e muitos dos mecanismos de participacdo em processos
fisiologicos e patoldgicos sdo conhecidos. Relata-se inclusive que membros desta
familia, participam em processo diferentes de apoptose (CZABOTAR et al., 2014).

Os membros da familia BCL-2 sdo expressos em uma grande variedade de
tecidos fetais, mas em adultos esta restrito a células que estdo em processo de divisao
rapida e diferenciagdo. O Bcl-2 inibe a via de apoptose, principalmente preservando a
membrana mitocondrial e inibindo a oligomerizagdo de Bax/Bak, que, ao contrario,
liberariam moléculas apoptoticas (KIRKIN et al., 2003). Entretanto, Bax por sua parte ¢
proapoptotico (CZABOTAR et al., 2014).

Desde a sua identificagdo em neoplasias de células B, a superexpressdo do Bcl-2
vem sendo observada em diferentes tipos de tumores e linhagens celulares, tanto no
homem, quanto em animais (DELFINO, 1989; FETT-CONTE; SALLES, 2002; ZHOU
et al.,, 2012); e o envolvimento dos membros da familia BCL-2 no cancer tem sido
plenamente estabelecido; além disso, sua superexpressao e auséncia de regulagdo, foram
observadas em diferentes tipos de tumores (MENDELSOHN et al., 2008).

Entretanto, os relatos sobre a sua participacdo na carcinogénese, bem como a dos
membros desta familia, sdo heterogéneos. Por um lado, a superexpressdo confere a
muitos tipos de células resisténcia a diversos estimulos apoptoticos (CZABOTAR et al.,
2014), conferindo a células tumorais resisténcia aos farmacos e radioterapia (ZHOU et
al., 2012); além de acelerar a génese do tumor pela desregulacdo do MYC e outros

oncogenes (CZABOTAR et al., 2014).
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Por outro lado, superexpressao, também relaciona-se com fendtipos de baixa
malignidade e progndstico favoravel (STOCKMANN et al., 2011b). Em camundongos
transgénicos, a superexpressao de BCL-2 promoveu baixa incidéncia de linfomas, no
entanto, a perda de alguns dos membros pré-apoptoticos como o Bax, também acelerou
o desenvolvimento do tumor (CZABOTAR et al., 2014).

Na atualidade, os pesquisadores baseiam-se nestes e outros achados para propor
estratégias terapéuticas em diversos tumores. Por exemplo, os recentes progressos na
compreensdo da forma de ativagao de Bax/Bak, podem facilitar o desenvolvimento de
compostos que regulem sua atividade, promovendo ativacdo para o tratamento de
cancer, ou inibindo em caso de aumento na taxa de apoptoses. (CZABOTAR et al.,
2014).

Do mesmo jeito, € possivel tentar modular a terapia baseados nas modificagoes
pOs-traslacionais como fosforilagdo e ubiquitinagdo que sofrem membros da familia
Bcl-2. Em regra, a fosforilagdo do Bcl-2, altera a sua conformagao e incrementa a unido
do Bcl-2 ao BAK e BID, tornando as células mais refratarias a quimioterapia
(CZABOTAR et al., 2014).

Desta forma, no TVT, pesquisar a expressdo de genes e proteinas desta familia,
podera trazer informagdo importante para a abordagem clinica do tumor, assim como
servir de subsidio para novas pesquisas, tanto para TVT como para os outros tumores.

3.4. Microambiente celular e suas implicacdes no comportamento biologico
de tumor

Desde o estabelecimento dos conceitos de neoplasia, varias investigagdes, t€ém
demonstrado que além das modificagdes progressivas do perfil bioldgico, como
alteragdes de sua capacidade proliferativa, diferenciacdo e sobrevida, ha uma expressiva
interacdo com o ambiente com a qual ela convive. Pode ocorrer inclusive sinalizagdo
molecular com células do proprio sistema imunologico. Dessa interacdo, ao invés de
protecao contra as células neoplasicas, as proprias células do sistema de defesa passam a
facilitar a evolugdo do processo neoplasico (MENDELSOHN et al., 2008, ALVARO et
al., 2010).

De fato, quando se busca um comparativo entre essas informagdes percebe-se
que as células responsaveis pela resposta imunologica, a exemplo do complexo maior
de histocompatibilidade tipo II (MHC II) e plasmdcitos no cdo com TVT estdo com
suas funcgdes reduzidas, o que favorece desde o estabelecimento, até crescimento e

metastase desse tumor (GANGULY et al., 2013).



11

Filhotes nascidos de cadelas que foram expostas ao TVT sao menos susceptiveis
a contrair a neoplasia. Em animais com imunossupressdo e que foram infectados
experimentalmente por células viaveis de TVT, houve progressao da doenca e
metastases, porém aqueles que se recuperaram rapidamente adquiriram imunidade
contra implantagdes subsequentes (MUKARATIRWA; GRUYS, 2003; STOCKMANN
et al., 2011). Em animais sauddveis o tumor regride espontaneamente, sendo que a
regressao esta associada a infiltragdo de linfocitos e plasmdcitos, assim como a necrose
(PEREZ et al., 1998) e apoptose (SANTOS et al., 2005).

Na fase de regressao inicial, ocorre a infiltracado do tumor por linfécitos (TILs),
que estdo difusamente distribuidos ou associados ao estroma conjuntivo (LIAO et al.,
2003; MUKARATIRWA; GRUYS, 2003), enquanto que a fase final de regressdo
apresenta colapso do tecido neoplédsico e presenca frequente de figuras apoptdticas
(MUKARATIRWA; GRUYS, 2003). Segundo PEREZ et al. (1998), tanto os linfocitos
T, como os macrofagos e os plasmocitos produtores de anticorpos IgG, I1gG2 e IgG4,
participam na resposta imune eficaz contra o TVT, confirmando que a modulagdo do
crescimento do tumor esté relacionado com a resposta imune do hospedeiro.

LIAO et al., (2003), demonstraram que a propor¢do de linfocitos B do sangue
periférico diminui com o crescimento do TVT, sendo sua destruicdo causada por
proteinas citotoxicas liberadas por células tumorais que provocam apoptose desses
linfécitos na fase de progressdo neoplasica. HISAO et al., (2008) comprovaram que as
células de TVT produzem fator de crescimento tumoral-B1 (TGFB1) que inibe a
atividade das células natural killer (NK). O efeito supressor do TGFB1 na atividade das
células NK pode ser equilibrado pelo efeito da interleucina-6 (IL-6) secretada pelos
linfocitos tumorais. A IL-6 em sinergismo com interferon-y pode induzir a expressao de
MHC in vitro pelas células do TVT (HSIAO et al., 2008). J& in vivo, a IL-6 pode
induzir a expressao de MHC em TVTC pela presenca de IL-15 (CHOU et al., 2009).

Em regra, no microambiente de tumores ¢ possivel observar a presenca de
fibroblastos, células inflamatorias principalmente macrofagos, componentes vasculares,
(BHOWMICK e NEILSON, 2004) ¢ matriz extracelular (MEC) (ALVARO et al.,
2010). No conjunto, todos estes componentes podem auxiliar na modula¢do da
expressao génica, morfologia, classificacdo, grau de agressividade, prognostico do
tumor e consequentemente na resposta ao protocolo terapéutico preconizado

(MENDELSOHN et al., 2008, ALVARO et al., 2010).
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De fato, grande parte desse fenomeno ¢ observado no TVT, no entanto, nao se
tem conhecimento de investigagdes nesse sentido na literatura consultada, o que torna
de extrema importancia o aprofundamento nessa entidade.

O mecanismo pelos quais o microambiente participa no comportamento
biologico do tumor, inclusive na metastase, ¢ complexo, entretanto, pesquisas que
utilizaram como modelo a prostata, mama e osso tém apontado para os seguintes
resultados: alteragdes génicas em células transformadas ndo sdo suficientes para conferir
o potencial maligno das células em questao, pois dependem da expressiva contribui¢do
do microambiente (ALVARO et al., 2009, ALVARO et al., 2010).

Do mesmo jeito, pesquisas que utilizaram 6rgdos do trato digestorios, tais como
figado e estomago também chegaram a conclusdes semelhantes aos encontrados pelos
autores acima citados. Vejamos: a inflamacdo cronica recorrente que tem como agente
causador do processo o Helycobacter pylori e o virus da hepatite C desempenham
importante papel no desenvolvimento de tumores.

Em ambos os casos, os macrofagos estimulam outras células inflamatorias
criando um ambiente mutagénico, pois liberam espécies reativas de oxigénio (ROS), os
quais alteram a funcdo do RNA, e consequentemente induzem lesdo no DNA,
desencadeando o processo neoplasico. Além do mais, no microambiente liberam
citocinas e quimiocinas que favorecem a invasdao tumoral (MENDELSOHN et al.,
2008).

3.5. Apoptose induzida pela vincristina no tratamento do TVT

A apoptose em células neoplésicas pode ser induzida por estimulos como a
radiacdo ionizante, choque osmotico, citocinas, antigenos Fas e drogas antineoplasicas
(WANG et al., 1999). Os agentes despolimerizantes e polimerizantes como € o caso da
vincristina induzem apoptose por meio da desorganiza¢cdo dos microtibulos. Acredita-
se que o efeito da agdo antimicrotubulo € o resultado da inativacdo da funcao do gene
BCI-2 por meio de sua fosforilagdo (HALDAR et al., 1995). WANG et al., (1999),
demonstraram que a fosforilagdo de Bcl-2 ¢ seguida pela perda da habilidade de formar
heterodimeros com Bax e, como consequéncia, observa-se um detrimento na formacgao
do complexo Bcl-2/Bax.

Foi também reportado que o tratamento de células com drogas cujo alvo de agao
sdo os microtibulos resulta na inducao de p21 e p53 (WANG et al., 1999). Porém, a
apoptose mediada por drogas antimicrotiibulos ¢ um processo muito complexo que

envolve vérios sinais das vias de proteina quinase (VERISSIMO et al., 2012). No
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entanto, ainda nao ¢ totalmente claro o papel da fosforilacdo do Bcl-2 e a interacdo de
outras proteinas inibidas ou estimuladas por estas drogas na apoptose. Além disso, ja foi
demonstrado que a vincristina induz apoptose no TVT (OZALP et al., 2012), porém ha
necessidade de conhecer qual é o mecanismo envolvido (GONZALES et al., 2002,
OZALP et al., 2012), e se os vinca alcaléides podem induzir resisténcia a quimioterapia,
mediante a0 aumento da expressdo da glicoproteina-p, como acontece em outros
tumores (BURKHART et al., 2001, SULOVA et al., 2009).

3.6. Cultura celular no TVT

A cultura de célula de vertebrados teve inicio no comego do século XX
(ALBERTS et al., 1997, FRESHNEY, 2010). As técnicas de cultivo sdo uteis para a
preservagdo ¢ acimulo de materiais para varios estudos e tem sido observado que as
caracteristicas morfologicas e bioldgicas sao mantidas na maioria das culturas em longo
prazo (MISDORP, 1990).

Os estudos de cultura tém aumentado formidavelmente o entendimento da
patogénese de certas neoplasias e tém fornecido bases para o desenvolvimento de novos
métodos de diagndstico e tratamento dos tumores (ATHANASOU, 1999).

Em 1951, BLOOM et al. (apud ADAMS et al., 1968) relataram o sucesso da
cultura em curto periodo de tempo da célula do TVT. Em 1968, ADAMS et al.
mantiveram as células de TVT em culturas continuas por mais de 18 meses; apos esse
periodo, estas células tiveram o nimero de cromossomas e sua distribuicao semelhante
aos relatados nos TVTs espontaneos. MOHANTY; RAJYA (1977) e OKAMOTO et al.,
(1988) verificaram que a morfologia celular do tumor mantido em cultura por 56 e 7
dias respectivamente, era semelhante a do TVT. Em 1979, BESCHORNER et al.,
também realizaram a cultura de células do TVT com o proposito de isolar e caracterizar
fatores inibitorios e bloqueadores do tumor; finalmente nossa equipe no setor de
patologia veterinaria de Botucatu ja realizou cultura para o tratamento in vitro de TVT
(BASSANI-SILVA et al., 2007; MONTOYA et al., 2013b).

4. Objetivos

- Avaliar o perfil de expressdo dos genes MDR-1 (glicoproteina- P), BCL-2, BAX

e TP53 em células de TVT in vivo e in vitro (cultura primaria).

- Avaliar a citotoxicidade, sobrevivéncia celular, apoptose e alteracdes no ciclo

celular em cultura de células TVT submetidas ao tratamento com vincristina;

- Relacionar a expressao dos genes MDR-1, TP53, BCL-2, BAX com a resposta

celular ao tratamento com a vincristina.
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5. Hipoteses do estudo

A expressao dos genes MDR-I (glicoproteina—p) e BCL-2 sdo maiores em
células de TVT que apresentam maior resisténcia apds a quimioterapia. Da mesma
forma, essas células apresentam baixa expressao dos genes T7P53 e BAX, fatos que

favorecem a resisténcia e malignidade do tumor.

6. Metodologia

6.1. Comité de ética
O presente estudo foi submetido a Comissdo de Etica no Uso de Animais

(CEUA) da Faculdade de Medicina Veterinaria e Zootecnia de Botucatu - UNESP e
obteve parecer favoravel (Protocolo n® 223/2011).

6.2. Avaliac¢ao clinica dos caes com TVT

O protocolo experimental incluiu estudo epidemiolégico com base em
informagdes obtidas dos proprietarios, sobre historia clinica do animal, habitos de
criagdo, historico reprodutivo, contato com outros cdes ¢ densidade populacional na
residéncia. Da mesma forma, obtidas informagdes sobre tratamentos prévios para a
neoplasia, incluindo doses e datas de aplicagao.

O tempo de evolugdo do processo neoplasico foi estimado pela data de inicio da
apresentacdo dos sinais clinicos até o momento do diagndstico. Além disso, foi feita
avaliacdo fisica geral e exame especifico da area afetada pela neoplasia, com a medigao
do tumor em seu ponto de maior didmetro e a avaliagdo de linfonodos regionais (TNM
clinico).

6.3. Animais e coleta do tumor

O tamanho da amostra populacional foi de 18 animais, machos e fémeas de
diferentes racas e idades, oriundos do Hospital Veterinario da UNESP de Botucatu. O
critério de selecdo, para o TVT foi a suspeita clinica e confirmacao do diagndstico pelo
exame citoldgico, qual seja o método de puncdo. O tamanho da amostra populacional
seguiu os critérios estabelecidos por GASPAR et al., (2009; 2010), DOHOO et al.,
(2010) e STOCKMAN et al., (2011a).

As preparagdes citologicas foram fixadas e posteriormente coradas pela técnica
de Giemsa (May Griinwald Giemsa a 2%) ¢ um minimo de 100 células por laminas
(duas) foram analisadas por microscopia Optica de luz, em aumento de 400x, para o

diagnostico e classificagdo do tumor de acordo com as caracteristicas do tipo celular
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predominante qual seja plasmocitoide, linfocitoide o mista descritas por AMARAL et
al., (2007).

Uma vez confirmado o diagndstico do TVT e apos anestesia do animal e em
total assepsia do local, foi feita a coleta da amostra tumoral por bidpsia incisional de
fragmentos de aproximadamente lcm’. Todas as coletas foram realizadas antes que os
animais receberam a quimioterapia. As amostras foram armazenadas em solucdo salina
e fosfatada (PBS) pH 7,4, em RNA Later (Qiagen) e formol tamponado até o
processamento do material.

6.4. Imunofenotipagem

As analises imunohistoquimicas foram realizadas para a determinagao do
imunofendtipo dos tecidos de TVT e para posterior comparagdo com a
imunocitoquimica das culturas celulares.

Cortes de tecido de 3p foram colocados em laminas histologicas carregadas
(Slidetech Plus Novocastra® New castle UK), posteriormente, estes tecidos foram
desparafinizados e hidratados. Depois deste processo, foi feito o desmascaramento
antigénico, bloqueio da peroxidase enddgena e das reagdes inespecificas; seguida por
trés incubagdes, a primeira com o anticorpo primario (Tabela 1), a segunda com um
anticorpo secundario universal (Universal Biotinilado DAKO K0690 ® Carpinteria EU)
e por fim, o complexo streptoavidina Peroxidasa (DAKO K0690® Carpinteria EU).

A revelagdo feita com Diaminobenzidina (DAB DAKO K3468® Carpinteria
EU) e a Contra-coloracdo: com Hematoxilina de Meyer. Posteriormente realizou-se a
montagem das laminas, para a analise.

Para a andlise imunocitoquimica, as ldminas contendo as células foram
permeabilizadas, hidratadas, a seguir foi feito o bloqueio da peroxidase endogena e as
demais etapas seguiram as mesmas ja descritas para a imunohistoquimica.

Serviu de controle positivo para as células tumorais o figado para Lisozima e
Alfa-antitripsina, linfonodo para CD3 e CD79a e coragdo para vimentina. Por outro
lado, para o controle negativo do TVT foram utilizados os 6rgdos ja citados acima e as
proprias células neoplasicas nas que foi suprimida o anticorpo primario.

Para identificar e quantificar a expressdo da reagcdo as amostras foram
submetidas ao método semiquantitativo da seguinte forma: 1= < 25% de células
marcadas; 2 = 26-50 % ; 3= 51-75 % e 4 = >75 %; que respetivamente foram

considerados como, 1= nao marcado; 2= marcag¢ao levemente; 3 = marca¢ao moderado,
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e finalmente 4 = marcagdo intensa; para isso, 100 células foram contadas por lamina
(AMARAL et al., 2005).

As imagens foram capturadas com o microscopio optico Carl zeiss, LAb Al,
Germany, nas objetiva 10X e 40X, utilizando o software AxioVision 4.8. Em todos os
casos a avaliacdo imunohistoquimica foi realizada de forma independente por dois

patologistas e os dados apresentados com a média das observacdes.

Tabela 1. Painel de imunomarcac¢ao para a confirmacao do TVT

Tipo d
Anticorpo Cadigo Reacio Diluicao Fabricante IPO ¢
anticorpo
Anti - CD79a A045201-2  Anti-Coelho 1:100 Dako, EUA Monoclonal
. Anti- .
Anti - CD3 A045201-2 1:100 Dako, EUA Policlonal
Camundongo
Anti - Lisozima A009902-2  Anti-Coelho 1:300 Dako, EUA Policlonal
Anti - Alfa-l- 0y sa330.  AntFCoelho 54 Dako, EUA  Policlonal
antitripsina
C o . Anti-
Anti - Vimentina U7034 1:100 DAKO, EUA  Monoclonal
Camundongo

6.5. Cultura primaria de TVT.

Os isolamentos das culturas do TVT foram feitos de acordo com o protocolo
descrito por BASSANI-SILVA et al., 2007. Para tal os fragmentos de TVT foram
colocados em solugdo salina de PBS pH 7,4 e levados ao Laboratorio de Fertilizagdo in
vitro e Cultivo Celular do Departamento de Reprodugdo Animal e Radiologia
Veterinaria da FMVZ — UNESP Campus Botucatu.

Nesse local, foram transferidos para uma solucdo de tripsina (TrypLE Select —
Invitrogen 12563-029) a 37,5°C, onde foram mantidos por 60 minutos com
homogenizador magnético. Feito isso, a solucdo foi centrifugada descartando-se o
sobrenadante, ressuspendendo o péllet e acondicionado em frascos de 25 cm?2 (Sarstedt
— 83.1810.300) com 5 mL de meio de cultivo DMEM alta glicose (Dulbecco’s
modifield essential medium - Gibco 11995- 065), suplementado com 10% de soro fetal
bovino (SFB) (Gibco 12657- 029), e com a combinagdo de 100U/mL de penicilina com
100mg/mL estreptomicina (Gibco 15140) e 3pug/mL de Anfotericina B (Gibco 15290).

Posteriormente, as amostras foram incubadas em estufa de CO, a 5%, umidade
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95% e temperatura de 37,5°C; a viabilidade e concentracao celular foram determinadas
pelo teste de exclusdo com azul de tripan e as células ressuspendidas em meio de cultivo
DMEM alta glicose (Dulbecco’s modifield essential medium - Gibco 11995- 065).

Vale salientar que para conferir as células como sendo de TVT, estas foram
submetidas a técnica de imunocitoquimica, além de serem selecionadas 5
aleatoriamente para analise citogenética no Laboratdrio de Genética Animal do Instituto
de Biociéncias Unesp-Botucatu.

6.6. Passagens celulares

Para as passagens dos cultivos em novos frascos (25 cm?), foram semeadas
1x10°. Para tanto, inicialmente foi feita a tripsinizagdo das células contidas nos frascos.
Retirado todo meio de cultivo, foram lavadas com solu¢do de PBS pH 7,2 e em seguida
adicionados 1mL de tripsina TrypLE Select (Invitrogen 12563-029) aquecida a 37,5°C.

Posteriormente os frascos foram mantidos em estufa a 37,5°C por no maximo 5
minutos até que houvesse a agdo da enzima e todas as células se soltassem do fundo do
frasco. Apds isto, realizou-se a neutralizagdo com meio DMEM alta glicose acrescido
de 20% de SFB (Gibco 12657- 029), Penicilina, Estreptomicina (Gibco 15140) e
Anfotericina-B (Gibco 15290) e as células foram transferidas a novos frascos.

6.7. Contagem celular

Ap0s tripzinicagao das células, preencheu-se a Camara de NeuBauer com estas,
posteriormente com auxilio do microscopio Leica® DM IRB foi possivel individualizar
células viaveis e feitas as contagens.

6.8. Criopreservacao dos cultivos

Para criopreserva¢do destes cultivos, foi efetuado o procedimento de
tripsinizagio, contagem e posteriormente ajustado o niimero de 1x10° células por mL.
Em seguida utilizando solu¢do com 10% de dimetilsulfoxido (DMSO) (Sigma C6164),
20% SFB e 70% de DMEM alta glicose com Penicilina, Estreptomicina e Anfotericina-
B. O material obtido foi distribuido homogeneamente e acondicionado em criotubos
(Sarstedt 72.694.006), por 24h em Freezer -80°C e em seguida colocados € mantidos em
botijdo criogénico (-196°C).

6.9. Curva de crescimento

Para determinar a curva de crescimento do TVT, as células foram tripsinizadas e
diluidas a uma concentragdo de 2 x 10* células/mL e semeadas em placas de 6 pogos

(costar). Foram novamente incubadas por 24 horas, quando novamente tripsinizadas e
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contadas em camara de Neubauer. Posteriormente, as células foram amostradas a cada

24 horas até que alcancaram fase de plateau.

6.1.1. Concentracdo da vincristina e curva de crescimento para os

tratamentos

Inicialmente foi obtida a curva padrao de crescimento celular através da
avaliacdo das células cultivadas em placas de 96 pogos (Costar) sem aplicacao do
tratamento e incubadas com 200 pl de meio de cultura por 24 h a 37% em 5% de CO,.
O cultivo celular foi realizado em uma sequéncia de 2X103, 3X103, 5x103, 6x10° células

por pogo, sendo cada concentragdo de células adicionada em 3 cavidades (triplicata).

Posteriormente o meio foi removido e substituido por 200 pl de outro
enriquecido por sulfato de vincristina (Sigma-Aldrich) em diferentes concentragdes
(0,25;0,5¢ 1,0 ].LM.L'I), de forma aproximar as doses terapéuticas em estudos - vitro”
(DIXON et al.,, 1969;TANAKA et al., 2013) e as dose de pesquisas prévias que
utilizaram a mesma droga (JACKSON e BENDER., 1979; MUJAGIC et al., 1983;
JORDAN et al., 1991, GALAN et al., 2012).

Conforme o peso molecular da vincristina (923,04 molar), as concentragdes do
composto-teste utilizadas foram 0,023 umol.L'l;O,046umol.L'1; 0,092 pmol.L'l. As
analises de inibicdo do crescimento das culturas foram mesuradas 6,12, 24, 48 e¢ 72
horas apos a exposi¢do ao composto teste. Para fidelidade do teste, vale ressaltar que
todos os experimentos foram feitos em triplicata.

6.1.2. Testes de citotoxicidade e sobrevivéncia celular

Para avaliagdo da citotoxicidade e sobrevivéncia celular (5 dias) foi utilizado o
Cell Proliferation kit II (XTT) (ROCHE). Este kit baseia-se na clivagem do sal amarelo
tetrazolium XTT pelas células metabolicamente ativas (viaveis) formando uma
tonalidade alaranjada. A absorbancia do corante foi lida em aparelho de ELISA, Spectra
Count, comprimento de onda em 450 nm e 690 nm, sendo o resultado proporcional ao
numero de células vidveis na amostra testada.

Para ambos os testes, as células foram semeadas em placas de 96 pocos e
tratadas com diferentes concentragdes de vincristina 24 h apos o cultivo, de acordo com

o padrdo de crescimento das células de TVT.
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Foram semeadas 5x10° para o teste de citotoxicidade e 1,5 x 10° para o de
sobrevivéncia celular de 5 dias (para evitar que as células entrem em confluéncia antes
dos 5 dias).

As concentragdes do composto foram adicionadas nos pogos. Para o controle
negativo, as c€lulas foram crescidas na auséncia de qualquer composto. Também foram
adicionadas em algumas cavidades somente meio de cultura (Branco) e em outras
adicionadas o composto teste e meio de cultura que se denominou de Branco do
composto. Em ambas as cavidades nao foram colocadas as células.

Para o teste de citotoxicidade, logo apos, os tratamentos com o composto-teste,
as células foram lavadas com solugdo de Hanks 1X (0.4 g KCI, 0.06 g KH2PO4, 0.04 g
Na2HPO4, 0.35 g NaHCO3, 1 g glucose ¢ 8 g NaCl in 1 L-H20) e adicionado 180 pl de
DEM sem fenol vermelho (Invitrogen 21041025) e 20ul de XTT. E foi novamente
incubadas por 2 h a 37°% em 5% de CO,, posteriormente, o meio com o XTT foi retirado
e levado para a leitura.

Para o teste de sobrevivéncia celular, apds tratamento, as células foram lavadas
em solugdo de Hanks 1X, o meio de cultura trocado e novamente incubadas a 37°C por
cinco dias. Apos esse periodo, feita a incubagdo com o kit XTT da mesma maneira ja
descrita para o teste de citotoxicidade.

A leitura da absorbancia dos cristais de formazana ¢ diretamente proporcional a
quantidade de células vidveis. Desta forma, em seguida os resultados obtidos foram

normalizados conforme a formula abaixo:

% Viabilidade Celular = Absorbancia das Células das amostras — Absorbancia do branco
x100

Absorbancia de Células Controle — Absorbancia do Branco

6.1.3. Avaliacao do ciclo celular e apoptose

O efeito da vincristina sobre a apoptose € o ciclo celular em células de TVT, foi
avaliado em citdmetro de fluxo Guava easyCyte (Millipore).

Para ambos os testes, 2 x 10° células foram semeadas em placas de 6 pogos, 24
horas apds, as células foram tratadas com trés diferentes concentragdes de vincristina, e
48 horas apos, foram lavadas com solu¢ao Hanks (0.4 g KCI, 0.06 g KH2PO4, 0.04 g
Na2HPO4, 0.35 g NaHCO3, 1 g glucose e 8 g NaCl in 1 L-H20) e as células foram

descoladas com tripsiniza e ressuspendidas em novo médio.
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Para avaliar o ciclo, as células foram centrifugadas a 1500 rpm x 10 min; € o
pellet foi ressuspendido em 200 pl de HSF (50 pg de iodeto de propideo, 0,1% de
citrato de sodio, 0,1% de Triton X-100), armazenadas em gelo e protegidas da luz por
30 minutos; a porcentagem de Células em GO/G1, S, G2/M foi medido utilizando o
software GUAVA cytosoft version 4.2.1.

Para a apoptose as células foram ressuspendidas em 100ul kit Guava nexin
reagente (Merck Millipore), protegidas da luz por 20 minutos e imediatamente
analizadas no citdmetro de fluxo. A anexina V foi utilizada para identificar a
externalizacao na membrana da célula da fosfatidilserina e o0 7-ADD como um indicador
de integridade da membrana celular. A andlise foi realizada a partir do Guava System
software. Foram analisadas 5000 células por amostra.

O status celular foi definido como: células ndo coradas - viaveis; células coradas
somente com anexina - apoptose inicial; células coradas com anexina ¢ 7-AAD -
apoptose tardia e células coradas somente com 7-AAD - necrose. Todas as andlises
foram feitas em triplicata.

6.1.4. Congelamento das amostras para RT-qPCR

As amostras tumorais e as obtidas via cultura foram armazenadas e mantidas em
botijao criogénico e (-196°C) até seu processamento para RT- qPCR.

6.1.5. Extracao de RNA

Para a extragdo de RNA foi utilizado o kit RNeasy Mini (Qiagen), segundo
instrugdes do fabricante. Posterior a purificagdo do RNA, o mesmo foi tratado com RQ1
RNase-free DNase (Promega, Madison, WI, USA) por 30 min a 37 °C para evitar
resultados falso positivos oriunda da amplificagdo de DNA gendmico.

A qualidade do RNA extraido foi avaliada em gel de agarose 2% corado com
brometo de etidio; a quantidade foi analisada em equipamento NanoVue (GE
Healthcare). As amostras foram armazenadas em freezer -80°C.

6.1.6. Reacdo em cadeia da polimerase com transcriptase reversa (RT-
qPCR) em tempo real.

A sintese de cDNA foi feita utilizando-se o kit High Capacity (Applied
Biosystems) e foi confeccionado a partir de 1 pg de RNA. A reagdo foi realizada com 6
pL de Random Primer (10x), 6 uL de RT buffer (10x), 2,5 uL. dNTPs (25x), 3 uL do
Multiscribe (50u /mL) e H,O RNase free, de acordo com o protocolo do fabricante. A
reagdo foi incubada a 25°C por 10 min, posteriormente a 37°C por 120 min e, entdo,

permaneceu a 4°C. As amostras foram mantidas a temperatura de - 20°C.
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As etapas de PCR foram realizadas em termociclador automatico (ABI Prism
7500 FAST Sequence Detection System, Applied Biosystems). Para a amplificacdo das
sequéncias dos primers detalhados na tabela 2. O SYBR Green ¢ o PCR Master Mix

universal (Promega, USA) foram utilizados segundo instru¢des do fabricante.

6.1.7. Quantificacao por RT- qPCR.

A reagao da qPCR consistiu de 4 uL de cDNA da amostra, 200 nM de cada
primer, 10 puL. GoTaq gPCR Master Mix (Promega, USA) e &4gua nuclease free
perfazendo um volume final de 20 pL.

As condigdes da reacao para todos os genes foram: uma desnaturacao inicial de
95°C por 2 minutos, seguindo de 40 ciclos de amplificacio (95°C por 155
desnaturag¢do, 60 °C por 1 min para anelamento ¢ extensdo) ¢ a curva de dissociagdo
(95 °C por 15 s, 60 °C por 30 s and 95 °C por 15 s). Como controle negativo utilizou-se
agua nuclease free no lugar da amostra. A curva estandar relativa para cada gene foi
gerada utilizando de diluigdes seriadas do cDNA de uma amostra considerado
referéncia. A menor dilui¢do do padrio foi considerada valor relativo de 100 e,
seguindo de diluigdes seriadas 1/10, os 3 pontos foram 10, 1, 0.1.

A concentracdo relativa dos genes estudados foi normalizada conforme
LARIONOV et al., 2005, através do controle endogeno mais estdvel dentre os trés
endogenos testados (RPS5, RPS19 e ACTB). Todas as reacdes foram feitas em
duplicata.

Considerou-se como diminuicdo da expressao o valor de QR<0,5 e como
aumento de expressao o valor de QR> 2,00.

Tabela 2. Sense e Antisense dos genes utilizados na RT- qPCR

Gene Sense Antisense

BAX' GGTTGTTGCCCTCCTCTACT GTAAGCACTCCAGCCACAAA
BCL-2> TGGATGACTGAGTAGCTGAA GGCCTACTGACTTCACTTAT

TP53> CGCAAAAGAAGAAGCCACTA TCCACTCTGGGCATCCTT

MDR-1°  CAGTGGTTCAGGTGGCCCT CGAACTGTAGACAAACGATGAGCT

RPS5*  GAGGCGTCAGGCTGTCGAT AGCCAAATGGCCTGATTCAC
RPS19*  GGGTCCTCCAAGCCCTAGAG CGGCCCCCATCTTGGT
ACTB* GGCATCCTGACCCTCAAGTA CTTCTCCATGTCGTCCCAGT

I'SANO et al., 2005.

2 KLOPFLEISCH et al., 2009.
3 CULMSEE et al., 2004.

4 BRINKHOF et al., 2006.


https://www.promega.com/resources/protocols/technical-manuals/101/gotaq-qpcr-master-mix-protocol/
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7. Analise estatistica

Para a analise dos resultados, foi utilizada a estatistica descritiva. Os resultados
obtidos dos ensaios in vitro foram expressos como média da porcentagem + desvio
padrao e comparados pelo teste de Kruskal-Wallis, seguido do teste de multiplas
comparagdes de Dunns. Para as analises da expressao genica o teste de ANOVA foi
utilizado, seguido do teste de multiplas comparagcdes de Tukey (PAGANO &
GAUVREAU, 2004), utilizando o programa GraphPad Prism 5.0, considerados
significativos os valores de p < 0,05.

8. Resultados

8.1. Dados epidemioldgicos e clinicos dos animais.

Em total, foram coletadas amostras de 18 TVTs, provenientes de cdes de
Botucatu e cidades vizinhas, que abrange o Hospital Veterindrio da FMVZ UNESP-
Botucatu. Maiores detalhes sobre os animais encontram-se na Tabela 3 e Figura 1.

O exame citologico do tumor permitiu diagnosticar e classifica-los, quanto a
morfologia. Nesse caso, s6 foi identificado o plasmocitdide. Por outro lado, o
histopatologico permitiu classifica-los em diferentes estados de evolucdo. Para tanto, foi
utilizado a relagdo entre a celularidade e quantidade de fibroblastos. Tabela 3.

A avaliagdo clinica do tumor pelo TNM refletiu em diferentes respostas ao
protocolo terapéutico tradicional, pois, houve lesdes que apresentaram desde reducao
parcial até total, inclusive com aumento no niimero de aplicagdes ou procedimento
cirargico. Tabela 3.

8.2. Macroscopia dos tumores

Os tumores apresentavam-se como lesdes tradicionais, Unicas ou multiplas, por
vezes multilobuladas, com aspecto de couve-flor, aderidos ou pedunculados. Os
tumores apresentavam tamanhos variados e consisténcia relativamente firme, além de
intenso sangramento. A coloragdo variou desde roseo-claro ao vermelho intenso, Figura

l.
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Tabela 3. Dados Clinicos dos pacientes atendidos no Hospital Veterinario da UNESP

Idade Localizaciao Fase Resposta  Isolamento
Animal Sexo Racga Classificacao
anos massa Tratamento cultura
Regressao R
1 M 9 SRD Pénis P o
inicial
2 F 9 Teckel Vagina P Progressdo RC
3 M 7 SRD Pénis P Regressao RC *
4 M 9 SRD Pénis P Regressao RC
5 M - SRD Pele-Pénis P Progressao RC
6 M 10 SRD Pénis P Progressao RC
7 M - SRD Pénis P Progressdo RC
8 F 10 SRD Vagina P Progresséo RP *
P Regressao RP
9 M 5 SRD  Pénis, Pele o *
inicial

10 M 6 SRD Pénis P Progressao RC
11 M - SRD Pénis P Progressao R
12 M 8 Poodle Gengiva P Progressdo RC *
13 M 10 SRD Pénis P Progressao RC
14 M 10 SRD Pénis P Progressdo RC *
15 M 16 SRD Pénis P Progressdo RC *

Bull P Progressao RC
16 M 6 _ Pénis *

terrier

17 M - SRD Pénis P Progressao RC
18 M - SRD Pénis P Progressao RC *

SRD= Sem raga definida, P= morfologia Plamocitoide, R=resistente, RC=Resposta Completa, RP=

Resposta Parcial * Culturas isoladas TVT.
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Figura 1. Tumor Venéreo Transmissivel Canino. Céo, French Poodle, 8 anos de
idade. Massa avermelha, localizada na gengiva (seta), forma atipica do tumor.

8.3. Imunohistoquimica em tecidos de TVT.
Os TVTs apresentaram imunorreatividade intensa para vimentina, superior a

90% das células. Para lisozima o total de tecidos marcados foi de 78 %; de forma leve
28 % e moderada em 50%. Para alfa-antitripsina, 55% dos tecidos apresentaram
marcagdo leve. Por fim, obteve-se marcagdo negativa para CD3, CD79a, Figuras 2: de
A até D; Grafico 1.

8.4. Isolamento e caracterizacdo da cultura primaria de TVT

Do total de TVTs coletados, foram isolados 8 tumores (Figura 3), apés o
estabelecimento da subcultura as células foram caracterizadas conforme segue:

8.5. Imonofenotipagem de células do TVT.

As células apresentaram marcagdo positiva para lisozima, alfa-antitripsina,
vimentina e negativa para CD3 e CD79a. Figura 4: de A até D.

8.6. Citogenética dos cultivos primarios

Do total de oito culturas analisadas, cinco foram selecionadas para contagem do
nimero de cromossomos. Todas as células apresentaram numero variavel, de 56 a 70.
Nenhum deles exibiu nimero igual as células somadticas do cao, conforme, demonstrada

na Figura 5.
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8.7. Curva de crescimento

As culturas de células foram identificadas em 3, 8, 9, 12, 14, 15, 16, 18.
Posteriormente foram estabelecidas nas placas de 6 pogos ¢ amostradas a cada 24 horas
até que alcancaram fase de plateau que ocorreu ao final do dia dez apds o
estabelecimento. Tabela. 4. As células apresentaram morfologia que variou de oval a
fusiforme, e crescimento variavel. Observou-se diferenga estatistica, nas taxas de
crescimento entre as culturas 3, 9,12,15 e 16 em relagdao a célula 8 (P<0,05) Figuras 3 e

4,Grafico 2.

90% das células marcadas. 20x, bar 10 um. B. Moderada positividade para anti-lisozima. 40x, bar 20
pm. C. Modera positividade para anti-alfa-antitripsina. 40x, bar 20 um. D. Ausencia de positividade
das células tumorais para CD3, note-se a marcagdo de linfocitos infiltrantes, Obj 40x, bar 20 um.
Cromogeno 33 diaminobenzidina (DAB), contracolorag@o nuclear com hematoxilina de Harris.
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Grafico 1. Distribuicdo da marcacdo para o painel de
anticorpos utilizados para caracterizar tecidos de TVT.
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Fig 3. Isolamento de células de TVT. A.. Obj 40x. citologia em TVT, padrdo linfocitéide (células redondas,
citoplasma escasso ¢ alta relagdo nucleo:citoplasma) seta preta. Padrdo plasmocitéide (células ovoides,
citoplasma amplo e nucleo excéntrico) seta branca. D. Cultura celular de TVT, terceira passagem, forma que
varia de fusiforme a oval. bar 200um.
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Fig 4. Caracterizagdo fenotipica da culturas primarias de TVT. A. Obj 20x culturas de células de TVT.
CD3 (-), B. Obj 20x, Lisozima (+), C. Obj 20x, vimentina (+). D. Obj 20x, alfa antitripsina
(+).cromdgeno 33 diaminobenzidina (DAB), contracoloragdo nuclear com hematoxilina de Harris. bar
50pum.

Fig. 5. Cariotipo de culturas de TVT. Metafases em cultura de
células de TVT. 56 foi a contagem do nimero de
cromossomos, inferior a 78 das células somaticas do cao.
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Tablea 4. Taxas de crescimento celular durante 10 dias em diferentes culturas de TVT.

Célula (Taxa de crescimento x 10°)

Dia 3 8 9 12 14 15 16 18
0 20 20 20 20 20 20 20 20
1 27 35 27 28 24 28 28 25
2 30 145 30 38 27 38 38 27
3 33 180 32 48 55 48 48 54
4 35 180 35 58 62 58 58 63
5 55 185 55 58 72 40 60 71
6 60 210 60 58 85 50 60 85
7 65 210 65 63 97 63 63 120
8 65 210 65 63 110 63 63 135
9 67 212 85 85 121 85 87 145
10 70 250 85 85 140 85 87 150

Curva de crescimento

10001
-— Amostra 18
E -A- Amostra 16
=
2 100 Amostra 15
8= - Amostra 14
:‘g —— Amostra 12
&
E 10- Amostra 9
2 -B- Amostra 8
J
= Amostra 3
1 L] L] L] L] L] L] L] L] L] L]

Dias

Grafico 2. Crescimento de culturas de TVT durante 10
dias (escala logaritmica). A célula 8 apresentou
crescimento estatisticamente diferente **(P<0,05) em
relacdo as células 3. 9.12.15 ¢ 16.

8.8. Concentracio celular para os testes de citotoxicidade.

Através do teste de padrao de crescimento celular em placas de 96 pocos,
constatou-se que a melhor concentracdo para a realizacdo dos testes citotoxicidade foi
5x10° células, 24 h apods o cultivo. Vale ressaltar que para a obtengdo da curva de
viabilidade, as células plaqueadas foram submetidas a avaliagdo através do ensaio com

XTT nos periodos de 6h, 12h, 24h e 72 horas.
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8.9. Citotoxicidade e Sobrevivéncia em células de TVT.

Para as analises de citotoxicidade e sobrevivéncia, os resultados obtidos foram

comparados entre células com e sem tratamento.

Para a prova de citotocixidade, os resultados revelaram citotoxicidade maior e
altamente significativa nas células tratadas 0,25uM, 0,5 uM, 1 uM (p<0,01) quando se
comparou com o controle. Por outro lado, quando a comparagao foi realizada entre os
tratamentos, houve maior citotoxicidade no tratamento 1uM respeito do 0,25uM
(p<0,05). Quando analisadas individualmente foi observado, significativamente
(p<0,05) menor porcentagem de citotoxicidade nas células 12 e 18 frente a 16. (Tabela.

5; Grafico 3; Figura. 6).
Das analises de sobrevivéncia, foi menor e altamente significativa nas células

tratadas (p<0,01), e ndo houve diferenca entre células (p>0,05) (Tabela 5; Gréfico 4).

Tabela 5. Porcentagem de viabilidade (citotoxicidade) e sobrevivéncia em células de TVT
apos o tratamento com vincristina.

Teste Controle 0,25pM 0,5 pM 1 uM
% células vidveis 100° 55,3414 48,1418 39,8+17°
(citotoxicidade) . ) .
% Sobrevivéncia 100° 40,7+16 35,8418 33,5417

Dados expressos em media + desvio padrdo. Letras diferentes indicam diferenca estatistica a,b (p<0,01);
b,c (p<0,05).

1501

* %k %

100q —

50+

% Viabilidade celular

1

Controle 0.25 0.5 1

Concentragdo Vincristina yM

Grifico 3. Porcentagem de células de TVT viaveis apos 24
horas de tratamento com vincristina. Destaca-se a
diferenca estatistica entre o controle e os tratamentos
***(p<0,01); entre 0 0.25uM e 0,5uM **(p<0,05).
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Grifico 4. Porcentagem de sobrevivéncia de células de
TVT, cinco dias apés o tratamento com Vincristina.
Detalha-se a diferenca estatistica entre o controle e os
tratamentos ***(p<0,01).

A o ~ 4 / )
Figura 6. Células de TVT apods tratamento com vincristina. A. Obj 10x células de TVT control. B.
Obj 10x célula de TVT 48 horas apds tratamento com vincristina; bar 200pum.

8.1.1. Apoptose
Para a avaliag¢do da apoptose, os resultados foram comparados entre células com
e sem o tratamento (grupos), Nesse caso os parametros avaliados foram células vidveis,

apoptose inicial, apoptose tardia e necrose, nao foram verificadas diferengas dentre estes

(p>0,05) (Tabela. 6).
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Tabela 6. Porcentagem de células de TVT viaveis, em apoptose e necrose apdés o
tratamento com vincristina.

Estado da Célula Controle 0,25 uM 0,5 yM 1M
Viaveis 80,96+ 10,57 72,41+£15,41 73,80+ 16,08 69,60+ 22,17

Apoptose inicial 12,17+ 10,02 19,10£15,82 18,83+ 17,11 18,53+ 18,54

Apoptose tardio 5,37+ 3,46 6,56+ 3,85 5,19+ 2,46 8,26+11,79
Necrose 1,5+2,32 1,92+2.61 2,17+ 3,12 3,56+ 4,83

Dados expressos em media + desvio padrdo. As comparagdes estatisticas ndo evidenciaram diferenca
(p>0,05).

8.1.2. Ciclo celular

Para a avalia¢ao do ciclo celular, os resultados foram comparados entre células
com e sem o tratamento (grupos). Para tanto, levou-se em consideracdo as fases do ciclo
celular, G1, G2, S, Sub G1.

As andlises evidenciaram decréscimo significativo nas fases G1 e S de células
tratadas. Na G1 em todos os tratamentos e na S apenas no T3 (1uM), respectivamente
(p<0,01), (p<0,05).

Na fase sub G1 houve um incremento significativo (p<0,01) nas células que
foram tratadas e também se detalhou diferenca entre T3 em relagdo ao T1 (p<0,05). Por
outro lado, ndo houve diferenca na fase G2 em nenhum dos tratamentos (p>0,05),
(Tabela 7).

Tabela 7. Cinética do ciclo celular em células de TVT 48 horas apés o tratamento com
vincristina.

Estado da Célula Controle 0,25uM 0,5 yM 1M
G1 (%) 63,7+15,17° 43,39+15,8° 41,94+16,74° 39,50+14,69°
S(%) 2,9+1,51° 2,15+0,69™ 2,4+1,07% 1,67+0,6°
G2 (%) 19,98+12,08" 23,28+11,94° 19,07+7,74° 16,34+7,59°
Sub G1 (%) 13,4247,91° 31,17+13,52°  36,59+15,17°  42,49+17,29¢

Dados expressos em media + desvio padrdo. Letras diferentes evidenciam diferenca (p<0,05).

8.1.3. Expressao génica

Do total de 18 tecidos do tumor se obteve expressdo génica de RNAm em
apenas 13 amostras. Em gel de agarose, elas apresentaram boa integridade do RNA
ribossdmico 18s e 28s. Os valores numéricos referentes a andlise pela RT-qPCR dos
genes estdo apresentados nas Tabelas 8 € 9.

As analises do gene MDR-1 revelou expressao elevada (QR = 2,19 a 4,48) da
célula 15, tanto aquelas que receberam tratamento bem como o controle, ja no grupo da
célula 12, somente aqueles que receberam tratamento, € no grupo de célula 9, o

controle, T1 e T2. Apresentaram diminui¢ao da expressao (QR= 0,006 a 0,1), todos os
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grupos das células 3, 14 e 16 e o grupo controle da célula 8. Sendo que as demais
células apresentaram expressdo normal. Encontrou-se diferenga estatistica entre células
que receberam tratamento e os controles (p<0,05), porém ndo foram observadas

diferencas estatisticas entre os tratamentos, e entre células e tecidos (p>0,05) (Grafico 5

e9).

Nas analises do TP53, apresentaram expressao normal todos os grupos da célula
12. Das células 14, as que receberam os tratamentos T2 e T3, e nas células 3 e 15 s6
aquelas que receberam o tratamento T2. Finalmente apresentaram elevada expressio

(QR=2,1 a4,1) os demais grupos de células.

Ja no que diz respeito aos tecidos, o tumor 1 e 2 apresentaram baixa expressao.
Os demais apresentaram alto nivel de expressdo (QR= 2,7 a 7,6). As andlises estatisticas
ndo evidenciaram diferencas significativas entre grupos com e sem tratamento, entre
células e tecidos (P>0,05) (Grafico 6 ¢ 9).

Para BAX o controle, T1 e T2 das células 18, o T1 da célula 14 e o T2 da célula
3, apresentaram baixa expressdo (QR= 0,05 a 0,49). Enquanto que os demais grupos
apresentaram expressdo normal. Em relagdo aos tecidos, 6 apresentaram expressao
elevada (QR= 2,3 a 3,7), sendo que os demais tiveram expressdo normal. As analises
estatisticas ndo evidenciaram diferencas entre grupos, com € sem tratamento, entre
células e tecidos (P>0,05) (Grafico 7 € 9)..

No que diz respeito ao gene BCL-2 s6 o controle da célula 15 apresentou
expressao elevada (QR= 2,5). Apresentaram baixa expressao (QR= 0,03 a 0,46) todos
os grupos da célula 18 e 14. Todos os tratamentos das cé¢lulas 16, os tratamentos T2 e
T3 das células 3, 8, e finalmente, o T3 da célula 9. Nas demais, foi observada expressao
normal. Quanto aos tecidos, apenas um se mostrou com expressao elevada (QR=2,3), e
em trés, baixa expressao (QR= 0,44 a 0,46). As analises estatisticas ndo evidenciaram
diferencas entre grupos, com e sem tratamento, entre c€lulas e tecidos (P>0,05) (Grafico

8¢9).
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Tabela 8. Valores numéricos (QR) referentes a analise de RT-qPCR para os genes MDR-1,
TP53, BAX, BCL-2 em amostras de cultura de TVT.

Célula Tratamento MDRI1 TP53 BAX BCL2
3 0 0,01 3,18 0,89 0,71
3 0,25uM 0,04 2,38 0,72 0,62
3 0,5uM 0,02 2,00 0,49 0,45
3 1uM 0,02 2,40 0,88 0,33
8 0 0,20 2,47 0,84 1,64
8 0,25uM 0,79 2,55 0,66 0,54
8 0,5uM 0,86 2,71 1,05 0,49
8 1uM 1,14 2,91 1,18 0,43
9 0 2,20 3,56 0,80 0,89
9 0,25uM 2,80 3,22 0,66 0,59
9 0,5uM 2,43 4,10 0,82 0,51
9 1uM 1,89 3,36 0,66 0,29
12 0 1,66 2,39 0,66 1,39
12 0,25uM 3,40 1,93 0,66 1,89
12 0,5uM 3,04 1,42 0,74 1,13
12 1luM 3,98 1,54 0,59 1,60
14 0 0,03 2,17 0,56 0,32
14 0,25uM 0,14 0,00 0,31 0,32
14 0,5uM 0,11 1,06 0,16 0,12
14 1uM 0,18 1,29 0,17 0,17
15 0 2,84 2,84 1,22 2,58
15 0,25uM 4,24 2,47 1,13 1,66
15 0,5uM 4,48 1,58 0,50 0,66
15 1uM 2,89 2,42 0,99 1,27
16 0 0,12 2,70 0,90 0,77
16 0,25uM 0,08 2,97 1,06 0,46
16 0,5uM 0,08 4,06 1,53 0,42
16 1uM 0,09 2,64 0,92 0,32
18 0 0,58 3,18 0,05 0,09
18 0,25uM 0,71 3,79 0,32 0,04
18 0,5uM 0,98 4,09 0,45 0,19
18 1uM 1,15 3,87 0,91 0,27
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Tabela 9. Valores numéricos (QR) referentes a analise de RT-qPCR para os genes MDR-1,
TP53, BAX, BCL-2 em amostras de tecidos de TVT.

Amostra MDR-1 TPS53 BAX BCL-2

1 0,31 0 1,03 0

2 0 0,215 0 0

3 0,47 5,247 2,38 1,84
5 0,03 3,86 1,65 0,44
8 0,02 2,94 1,29 0,44
9 0,06 7,69 2,84 1,91
10 0,06 3,25 2,00 0,46
11 0,06 4,11 0,93 0,533
13 0,07 3,23 1,67 0,82
14 0,03 6,63 2,59 1,04

15 0,039 7,48 3,79 1,12
16 0,115 4,72 3,11 2,32
17 0,036 2,75 2,85 0,88
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Grafico 5. Expressdo relativa de RNAm de MDR-1 em
células de TVT apos tratamento com vincristina, Controle
endégeno RPS5 e RPS19. Evidéncia de diferenga
estatistica entre células tratadas e controle p<0,05.
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Grafico 6. Expressdo relativa de RNAm TP53 em células
de TVT apoés tratamento com vincristina, Controle
endogeno RPS5 e RPS19. Nio houve evidéncia de
diferenca estatistica entre células tratadas e controle
p>0,05. Concentragdo Vincristina
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Grafico 7. Expressdo relativa de RNAm BAX em células
de TVT apods tratamento com vincristina, Controle
endogeno RPS5 e RPS19. Nio houve evidéncia de
diferenca estatistica entre células tratadas e controle
p>0,05.
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Grafico 8. Expressdo relativa de RNAm BCL-2 em
células de TVT apds tratamento com vincristina, Controle
endogeno RPS5 e RPS19. Nio houve evidéncia de
diferenca estatistica entre células tratadas e controle
p>0,05.
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Grafico 9. Expressdo relativa de RNAm  dos
diferentes genes em tecidos de TVT. Controle
endogeno RPS5 e RPS19.
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9. Discussao

9.1. Frequéncia e caracterizacdo do TVT.

Na literatura cientifica relacionada com TVT, descreve-se que nao ha predilecao
por sexo e raga (NIESLSEN; KENNEDY, 2000; COWELL; TYLER, 1999; DAS;
DAS, 2000). No presente trabalho, ndo foi possivel fazer este tipo de comparagao,
porque amostragem foi pequena e baseou-se na casuistica do atendimento do Hospital
no periodo da coleta das amostras.

Quanto a idade para apresentagdo do tumor, descreve-se que os animais sao
susceptiveis para implantacao e desenvolvimento da neoplasia, a partir de 1 ano de
idade, ou seja, quando entram na puberdade (NIESLSEN; KENNEDY, 2000;
COWELL; TYLER, 1999; DAS; DAS, 2000). Apesar da populacdo reduzida, os
animais da pesquisa em questao apresentaram o tumor com idade entre 5 a 10 anos, isto
¢, mais velhos.

Com relacdo aos trabalhos desenvolvidos pelo nosso grupo de pesquisa, bem
como de outros grupos, também diagnosticaram o TVT em animais com idades
semelhantes (BRANDAO et al., 2002; AMARAL et al., 2004; LEFEBVRE et al., 2007;
FONSECA et al., 2012; MONTOYA et al., 2013a; JAVANBAKHT et al., 2014).
Apesar de serem dados que precisam de investigacdo mais profunda, o TVT pode estar
acometendo animais em faixa etidria mais velha. Possivelmente devido a melhor
qualidade de vida dos animais que vem acontecendo nos Ultimos anos e/ou modificagdo
no comportamento bioldgico do tumor.

No que diz respeito a topografia do tumor, seu principal predominio € na
genitalia externa, tanto no macho como na fémea (ROGERS, 1997, NIESLSEN e
KENNEDY, 2000; DAS; DAS, 2000; NAK et al.,, 2005; AMARAL et al., 2007;
FONSECA et al., 2012; MONTOYA et al., 2013a, JAVANBAKHT et al., 2014).
Resultados semelhantes foram encontrados na pesquisa em questdo. De fato a principal
via de transmissao € a sexual.

A classificagdo morfoldgica do tumor em plasmocitoide, linfocitoide e misto
padronizada e bem estabelecida pelo nosso grupo, foi aplicada nessa pesquisa.
Entretanto, o predominio foi do subtipo plasmocitdide o qual chegou a 100% em todos
os casos. Essa morfologia vem se repetindo ao longo dos estudos, principalmente em
TVTs com maior tempo de evolugdo. Nesses casos, o plasmocitéide predominou entre
74% a 95% (AMARAL et al.,, 2004; AMARAL, 2005, FONSECA et al., 2012,
MONTOYA et al., 2013a). De fato, o padrao citologico parece ter papel importante no
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comportamento bioldgico do tumor, do ponto de vista da agressividade. Portanto,
investigacdes a respeito devem ser realizadas.

Nesta pesquisa, os 18 animais foram submetidos ao protocolo terapéutico.
Dentre estes, quatro apresentaram resposta clinica nao satisfatoria ao tratamento, porque
em dois deles foi necessaria a prolongagdo do protocolo e os outros dois inclusive
tiveram que ser submetidos a cirurgia. Isso correspondeu a aproximadamente 22%.
Dados compativeis com os encontrados por GASPAR et al., (2010); AMARAL et al.,
(2011). Os autores acreditam na possibilidade de ocorréncia na alteracdo de
comportamento bioldgico do tumor, como se fosse instabilidade tumoral para se librar
do sistema de defesa do hospedeiro.

As células de TVT ao longo dos anos foram caracterizadas com marcadores para
vimentina, lisozima e alfa-antitripsina (MOORE; ROSIN 1986; SANDUSKY et al.,
1987; MOZOS et al., 1996; MARCHAL et al., 1997; PEREIRA et al., 2000; MORRIS
et al, 2002; MUKARATIRWA; GRUYS, 2003; ARAUJO et al., 2012;
MASCARENHAS et al., 2014). Neste trabalho, perfil semelhante foi realizado e ndo
houve incompatibilidade de resultados. De fato, o perfil fenotipico apresentado pelos
autores para identificar as células de TVT podem ser consideradas como método
auxiliar no diagnoéstico definitivo do tumor.

Descreve-se que a expressdao de vimentina, lisozima e alfa-antitripsina permitem
identificar as células como pertencendo ao TVT, pois, estes marcadores em alto nimero
de casos ajudam a estabelecer um diagnostico diferencial (MUKARATIRWA; GRUYS,
2003; MOZOS et al., 1996). A utilizagdo destes exclui outros tumores de células
redondas, como linfomas, melanomas amelanolitico, carcinomas pouco diferenciados e
masctocitomas. Porém, alguns autores tem descrito imunomarcacdo similar em
histiocitomas, e neste caso, o diagnostico diferencial deve ser baseado em critérios
clinicos e histopatoldgicos (MOZOS et al., 1996; RAMOS et al.,2008).

Finalmente, os TVTs analisados, ndo apresentaram imunorreatividade para CD3
e para CD79q, porém, observou-se imunomarcagdo de linfocitos que se encontravam
infiltrando o tumor. Dados j& observados em outros trabalhos também suportam esse
fato (MOZOS et al.,, 1996; MARCHAL et al.,, 1997, MUKARATIRWA; GRUYS,
2003, ARAUIJO et al., 2012).

Cultivo in vitro de tecidos tumorais, principalmente o primdrio ¢ um modelo
interessante para avaliar a resposta de drogas. Porque as células preservam determinadas

caracteristicas do tecido in vivo. Além disso, o sistema confere acesso rapido a
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informacao da eficacia de drogas e apresenta relevancia para identificar o potencial da
resposta anticancer a drogas no complexo microambiente do tecido tumoral (VANDER
KUIP et al., 2006).

Seguindo esta linha de raciocinio, nesta pesquisa realizou-se modelo semelhante
para estudar comportamento bioldgico do tumor, bem como sua resisténcia a
quimioterapia. Uma vez estabelecidas as culturas, foi preciso identifica-las como
pertencendo a TVT; para este fim, foram caracterizadas com o mesmo painel de
anticorpos utilizado nos tecidos.

Ao final foi possivel observar que todas as células apresentaram padrdo
semelhante ao do tecido do TVT, conforme dados descritos pelo nosso grupo de
pesquisa (MONTOYA et al., 2013b). Esses resultados, por serem inéditos nao foram
discutidos com outros autores. Por essa razdo, fica registrado o ineditismo do trabalho,
no que diz respeito a importancia na identificagdo e diferenciagao das células do TVT.
Dados esses que irdo contribuir para as pesquisas em oncologia veterinaria.

Para validar os resultados obtidos da imunomarcacdo, foram selecionadas
aleatoriamente cinco culturas de células do TVT para identificar o seu cariotipo. Ao
final obteve-se em todos os casos, niumero de cromossomos inferior a 78, que
caracterizou as células como do TVT.

Esses dados corroboram como o descrito por diferentes autores, que
descreveram que a contagem do numero de cromossomos em culturas de células de
TVT pode apresentar uma ampla variacdo entre 46 a 67 (ADAMS et al.,, 1969;
OSHIMURA et al., 1973; MUKARATIRWA; GRUYS, 2003, MURCHINSON et al.,
2014). Desta forma diante dos nossos resultados, podemos concluir que as células
isoladas pertencem ao TVT.

9.2. Avaliacdo “in vitro” da citotoxidade, sobrevivéncia, apoptose e ciclo
celular em TVT submetidos ao tratamento com vincristina.

Quanto a avalia¢do da citotoxicidade e sobrevivéncia, estes sdo essenciais na
fase inicial de desenvolvimento de drogas, uma vez que, permitem determinar a
principio, a concentragdo a ser utilizada. Além de fornecer as informag¢des quanto aos
danos celulares (ROGERO et al., 2003). Neste estudo, a vincristina foi utilizada para
responder como as células de TVT comporta-se em ambiente desprovido do sistema
imune e da matriz extracelular.

Nesse caso, as células reduziram seu metabolismo e exibiram altos niveis de

citotoxicidade e baixos niveis de sobrevivéncia. No que diz respeito aos resultados —#
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vitro” semelhantes para cultura de TVT nao se tem conhecimento na literatura
especializada. Entretanto, resultados encontrados para outras neoplasias, concluem que
tal situagdo esta relacionada com o mecanismo de agdo dos vinca alcaléides, que inibem
a proliferacao celular causando bloqueio da mitose e do metabolismo celular (MOUNDI
et al., 2013; SILVERMA; DEITCHER, 2013). Portanto, acredita-se que mecanismos
semelhantes devam acontecer com as células de TVT, visto que, a vincristina é o
quimioterapico de uso universal.

Autores como GIDDING et al.,1999; MORALES et al., 2014, descreveram
respectivamente que quando a vincristina € utilizada para tratamento de tumores in
vitro, a porcentagens de resposta varia de 8 a 100% Dados que estdo em conformidade
ao encontrado neste trabalho.

Da mesma forma, quando comparados os dados obtidos do tratamento in vitro e
in vivo em células de TVT, estdo em concordancia, pois de forma geral os TVTs sdo
altamente sensiveis ao composto (ERUNAL-MARAL et al., 2000, OLIVEIRA et al.,
2013, GANGULY et al., 2013).

A diferenca encontradas na pesquisa entre o nivel de citotoxicidade nas
concentragdes 0,25uM e 1 pM; na qual, o tratamento com maior concentracdo do
farmaco registrou os maiores niveis de citotoxicidade, é possivel que tenha relagdo com
o potencial antitumoral da vincristina, a qual age, conforme seus niveis de concentragao
e da duracdo da exposicdo (MUJAGIC et al., 1983; SILVERMA; DEITCHER, 2013).

O uso da droga em baixa concentragdo estabiliza o fuso mitotico, previne a
segregacdo de cromossomos, que resulta em parada da metafase e inibi¢do da mitose;
porém, em alta concentragdo interrompe totalmente a despolimerizagdo dos
microtibulos (MUJAGIC et al.,, 1983; PEDERSEN et al.,, 2007; SILVERMA;
DEITCHER, 2013). Por outro lado, altas concentragdes da vincristina, resultam em
citotoxicidade letal (TAKANO et al., 1993, SILVERMA; DEITCHER, 2013), assim,
para este trabalho, ¢ possivel dizer que maiores doses, tiveram como resultado menor
metabolismo celular, fato que pode explicar os resultados.

Na mesma esteira, ¢ importante destacar, que com uma unica dose da droga,
algumas das células mantiveram sua atividade mitocondrial evidenciado nas taxas de
transformagao do XTT. Este resultado estd em concordancia com que acontece com o
tumor in vivo que precisa receber mais de uma dose para sua completa regressao

(GILVIE, 1996, ATHANASIUS et al., 2013).
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Embora os testes que avaliam a citotoxicidade in vitro possam ndo ter uma
correlacdo direita com os in vivo, € possivel que uma sustincia que induz
comprovadamente uma reagdo citotoxica em teste envolvendo cultura de células,
também desenvolva toxicidade quando aplicado a nivel in vivo (OSORIO et al.,1998).
Neste trabalho, os resultados destes testes, estdo em conformidade com o que acontece
in vivo em cades com TVT (ATHANASIUS et al., 2013; GANGULY et al., 2013).
Aspecto relevante para utilizar o cultivo in vitro de TVT como modelo em pesquisas
posteriores.

A Prova do XTT feita nas analises ¢ um dos indicadores colorimétrico de
viabilidade celular mais utilizado, sendo capaz de avaliar a func¢do celular mitocondrial
de acordo com a redugdo enzimdtica do sal de tetrazdlio pelas desidrogenases
mitocondriais nas células viaveis (MOSMANN, 1983). Ainda assim, mediante a prova,
¢ dificil diferenciar entre atividade citocida ou citostatica de um composto. A respeito,
do trabalho em questdo, a vincristina utilizada nos testes, ¢ uma droga de comprovado
efeito citostaticos (JORDAN et al., 1991, RIXE; FOJO, 2007) e induz apoptose ou
morte celular depois de exercer parada prolongada do ciclo celular (RIXE; FOJO, 2007;
GALAN et al., 2012; SILVERMA; DEITCHER, 2013).

Apesar de essa evidencia a respeito da droga, nas andlises de apoptose do
experimento, ndo foram observadas diferencas entre células que receberam tratamento e
o controle. Porém, ao detalhar as andlises do ciclo celular nas células que receberam
tratamento, evidenciou-se uma diminui¢do da porcentagem de células em fase G1 e um
aumento significativo da fase Sub G1, sendo a tltima dependente da concentragdo; ou
seja, houve um efeito anti-proliferativo. Finalmente, ndo se evidenciou diferencas no
numero de células com capacidade proliferativa (fase G2). Resultados que em conjunto
demonstram a sensibilidade das células ao composto em teste.

Vale ressaltar que no trabalho, as concentragdes de vincristina, estiveram
proximos as doses terapéuticas —## vitro” (DIXON et al., 1969; MUJAGIC et al., 1983;
JORDAN et al., 1991; TANAKA et al., 2013), e utilizou-se o tempo no que espera-se
que a vincristina desenvolva o seu potencial citostatico (JACKSON; BENDER., 1979;
JORDAN et al., 1991; PEDERSEN et al., 2007). Dessa forma, os resultados sdo o
devido ao comportamento da célula frente ao agente antitumoral.

Abordando os dados anteriores, ha descricdo sobre o potencial antitumoral da
vincristina varia conforme a sua concentracdo, duragdo da exposicdo (SILVERMA;

DEITCHER, 2013) e nimero de células em fase de mitoses, durante o periodo de
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exposicao (EHRHARDT et al., 2013, SILVERMA; DEITCHER, 2013). Pesquisadores
que utilizaram a droga para o tratamento de tumores s6lidos e outros de linhagens de
células diferentes do TVT, ja& descreveram altas porcentagens de apoptose
(SILVERMA; DEITCHER, 2013; EHRHARDT et al., 2013; HE et al., 2014). Ao passo
que, SHI et al., 2008, ao comparar varias linhagens de células cancerigenas observaram
que a morte em resposta ao tratamento com antimitdticos varia amplamente.

No TVT, também se descreve resposta variavel ao tratamento. HSIAO et al.,
(2002)e MUTZAN et al., (2005), reportaram apoptoses em TVTs, tanto em aqueles que
regrediram de forma espontanea quanto nos que recebem tratamento; porém em ambos
0s casos, associaram a condi¢cdo com a presenga de células T citotoxicas. Por outro lado,
STETTNER et al., (2005), descreveram condigdo oposta, pois observaram apoptoses em
tumores com escassa presenga deste tipo de células; diante do qual, questionam se uma
atividade residual de células T citotdxicas também ¢ suficientes para gerar apoptoses.

Em fase disso, para as células de TVT ndo se tem esclarecido se a apoptose € o
principal mecanismo de morte induzida pela vincristina. Da mesma forma, devido as
evidéncias na nossa pesquisa outros mecanismos de morte por esta droga parecem
acontecer pelo que ¢ preciso indagar a respeito.

Em pesquisas relacionadas ao assunto em medicina humana, descreve-se que,
quando as células detectam perturbagdo da mitose por agentes anti-mitoticos, ativam
mecanismos complexos tais como parada da mitose, apoptose, catastrofe mitotica ou
evasdo da mitose (JACKSON et al., 2007; FAN et al., 2001; GALAN et al., 2012).

Pesquisadores como GASCOIGNE; TAYLOR, (2009); THOPAM; TAYLOR,
(2013), descreveram que células que sofrem uma prolongada parada da mitose por
drogas, podem seguir de forma geral duas vias, ao principio entrarem em um processo
tipico de apoptose ou passar a um processo de evasdo -slippage” no qual se afasta da
mitose e voltam para fase G1, mantendo-se no estado tetraploide.

A respeito da discussdo acima, pesquisadores que tém descrito tal mecanismo,
diferem quanto a possibilidade da evolucdo destas células, por exemplo, JORDAN et
al., (1996) reportam que as células que passam por este processo, morrem na seguinte
interfase ou depois de um ou mais ciclos; outros pesquisadores como PANVICHIAN et
al., (1998) indicam que a morte pode ocorrer durante a mitose. Entretanto, CHEN;
HORWITZ, ( 2002), descrevem que estas células continuam com a divisdo anormal.

Por sua vez, ORTH et al., 2012, ao tratar células MCF7 resistentes a apoptose,

encontraram que depois do processo de —slippage” as células apresentaram danos no
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DNA que induziram o p53 e p21, bem como outros tipos de inibidores do ciclo, que
privavam as células a entrarem em um nova mitose. Estes resultados levaram a propor
que algumas células que apresentam tipos de apoptoses parciais dependem da
combinag¢do com danos no DNA, para induzir sua morte.

Considerando essas diferentes hipdteses € possivel que os resultados encontrados
em nossa pesquisa, com relagdo a apoptose e ao ciclo celular, sejam consequéncia de
alguns desses mecanismos. O que caracteriza resultados inéditos ao trabalho. Assim, ¢
preciso pesquisar a influencia de outros tipos de morte diferente da apoptose em células
de TVT, fato que pode ajudar na busca de novas opgdes terapé€uticas.

Quanto aos resultados da fase G2 do ciclo, pesquisadores como MUJAGIC et
al., 1983, ao tratar sarcomas com vincristina, descreveram uma acumulagdo transitoria
de células em fase G2, atingindo seu ponto méaximo 4 e 8 horas depois do tratamento.
Depois desse periodo os niveis decresceram, inclusive na presenca da droga. Relata-se
ainda que as células sejam mais susceptiveis aos efeitos letais da vincristina conforme
elas progridem da fase S a G2 (JORDAN et al., 1991; MUJAGIC et al., 1983; HUANG
et al., 2004). Diante de nossos resultados, mesmo tratando-se de outro tipo de tumor, ¢
possivel que fatos similares ocorram nas células do TVT.

Por fim, algumas das células apresentaram diferencas quanto a citotoxicidade,
sobrevivéncia, apoptose e ciclo celular. Trabalhos desenvolvidos por JORDAN et al.,
1991; PEDERSEN et al., 2007 com outro tipo de células, evidenciaram diferentes tipos
de respostas de células ao tratamento com vinca alcaléides.

A parada do ciclo celular gerado pelos vinca alcaloides pode ser mais completo
ou persistente em algumas células, e podem existir diferencas na habilidade especifica
das células durante a citocinese de progredir ou ndo para interfase (JORDAN et al.,
1991; GASCOIGNE; TAYLOR, 2009). Além do mais, outra possibilidade ¢ que as
células expressem isoformas de tubulina que possuem baixa afinidade pela vincristina
(JACKSON et al., 2007; PEDERSEN et al., 2007). Fatos que implicariam diferenca na
eficdcia da droga e pode explicar parcialmente os nossos resultados.

Diante do exposto, para sedimentar os resultados de nosso experimento; ainda ¢é
preciso avaliar uma ampla faixa de tempo de exposi¢do, para melhor entender o

comportamento destas células frente a terapia.
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9.3. Expressao dos genes MDR-1, TP53, BCL-2 e BAX em cultura primaria e
tecidos de TVT.

Em regra, elevada expressio da glicoproteina-p (MDR-1) em tumores ¢
relacionada com diminui¢ao da sensibilidade a terapia em humanos (HODGES et al.,
2011, TSUJIMURA; TANAKA, 2012, BINKHATHLAN; LAVASANIFAR, 2013) e
em cades (BERGMAN et al., 1996; LEE et al., 1996; STEINGOLD et al., 1998;
HONSCHA et al., 2009, ZANDVLIET et al., 2014). Portanto, pacientes que apresentam
este tipo de alteragdo, necessitam de maior numero de doses ou concentracdo mais
elevada de uma droga durante o tratamento.

Na pesquisa, os resultados obtidos dos testes in vitro foram evidenciados em
diferentes grupos de células, desde baixa até elevada expressdo do MDR-I. Esses
resultados sdo relevantes, primeiro porque permite demonstrar que ao nivel in vitro em
células de TVT, existe variabilidade da resposta a terapia. Segundo, porque os
resultados s3o um indicio de que existe um efeito modulador da vincristina sobre a
expressdao do MDR-1.

Nessa linha de raciocinio pesquisadores como BREIER et al.,, 1994;
BURKHART et al., 2001; AMBUDKAR et al., 2003; SULOVA et al., 2009, relataram
a associa¢do do uso de vinca alcaldides com aumento da expressao da glicoproteina-p,
que de forma paralela, leva ao desenvolvimento de resisténcia a drogas. Da mesma
forma, em pesquisas anteriores feitas pelo nosso grupo de pesquisa, se detalhou que
TVTs que apresentavam uma imunorreatividade significativamente maior a marcagao
com o anticorpo antiglicoproteina-p, tinha relacdo direta com a resposta parcial a
quimioterapia (GASPAR et al., 2009; 2010).

Diante de nossos resultados, ¢ possivel que em algumas culturas de TVT, a
expressdo de MDR-I seja modulada pelo uso da vincristina, além ser um importante
mecanismo de regulacdo de resisténcia a droga. Tal posicdo com base nos mecanismos
acdo do MDR-1. Como estabelecido, a Pgp (MDR-1) transporta para o exterior da célula
agentes citotoxicos como a vincristina (BINKHATHLAN; LAVASANIFAR, 2013),
reduzindo as concentragdes a niveis nao letais (THOMAS; COLEY, 2003; MAIA;
RUMIJANEK, 2004) pelo que sua superexpressdo estd associada com resisténcia a
drogas (TSUJIMURA; TANAKA, 2012). Além do mais, sob esta condi¢do, também ¢
possivel observar uma expressiva influéncia nos mecanismos de apoptose nas células

tumorais, qual seja, a de prevencdo, consequentemente o numero de células sdo
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mantidas (WANG et al., 2013). Dessa forma, ¢ preciso desenvolver novas provas para
melhor sedimentar a hipotese.

Por outra parte, baixa expressdo de MDR-1 ja foi relatada, porém esta condicdo ¢
ainda controversa, descreve-se que pode conduzir a maior exposi¢do a agentes toxicos,
levando a aumentar o risco para desenvolver alteracdes no genoma da célula, o que
conduziriam a diferente grau de malignidade (WANG et al., 2013). Essa condi¢do
também foi observada, tanto em tecidos quanto em células neste trabalho, ¢ ainda ¢
preciso de outros estudos para identificar funcao dessa condicao nas células de TVT.

Apesar da relevancia dos resultados obtidos in vitro, ¢ importante destacar que
todos os tecidos do tumor, tiveram baixa expressdo do MDR-1. Essa condigdo pode ser
o reflexo da expressdo de células ndo neoplésicas, nas quais a expressdo pode estar
ausente. Também por que existem tumores que apresentam baixos niveis de expressao
da Pgp, os quais s6 aumenta apds a quimioterapia (AMBUDKAR et al., 2003).

Outra explicagdo para os nossos resultados ¢ a possibilidade da multiclonalidade
das células do TVT, devido a sua origem primaria ou uma sele¢do clonal no momento
de fazer as culturas. Porém, ainda se fazem necessarias novas pesquisas para elucidar
estes aspectos, visto que este € o primeiro trabalho em oncologia veterindria, no qual se
identificou em TVT a expressao do gene MDR-1 pela RT- qPCR tanto in vivo como in
Vitro.

A expressdao de TP53 nas células e tecidos foi de forma geral elevada. Expressao
de TP53 ¢ relacionada com pobre prognostico em linfomas (VELDHOEN et al., 1998) e
mama (LEE et al.,, 2004), porém, em outros tumores descreve-se comportamento
variavel devido as suas fungdes. O TP53 induz ativacao do p53 que conduz a apoptoses
ou autofagia (SUI et al., 2011) e participa em diferentes fases do ciclo celular, na fase
G1 por meio da transativagdo do p21, e na fase G2/M bloqueando a entrada da célula a
mitose (SUZUKI; MATSUBARA, 2011).

O p53 pode ter um duplo mecanismo nas cé€lulas, ¢ dizer, protetor e indutor de
apoptose (SUZUKI; MATSUBARA, 2011). Diante dos resultados, ¢ possivel que esses
mecanismos possam também acontecer nas células do TVT. No primeiro caso, podem
acarretar uma maior sobrevida das células e incrementar a possibilidade de
transformag¢ao maligna.

Em nosso trabalho, dois tecidos 1 e 2, apresentaram-se com auséncia ¢ baixa
expressao do 7P53 respectivamente. COLLAVIN et al., (2010), ja relataram que a perda

funcional ou expressdo desregulada da 7P53 ¢ frequente em tumores primdrios e que
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estas alteragdes podem ter grande impacto no efeito regulatdorio comum as proteinas da
familia p53.

Por outro lado, os nossos dados diferem de (MORO et al., 2010) que
identificaram maior quantidade de células que expressavam a proteina p53 em TVT
transplantados em fase de regressdo, quando comparado com TVT de ocorréncia
natural; e descrevem relagdo direta entre 7P53 e o indice apoptotico em TVT em
regressao.

A superexpressao de 7P53 tem sido considerada como um marcador de presenca
de mutagdes (MORO et al., 2010); no TVT, VAZQUEZ et al ., 2008; CHOI;, KIM,
(2002), SERVIN et al., (2009) ja tem descrito mutagdes do gene; desta forma, os
resultados da presente pesquisa referente a 7P53 podem ser o produto deste tipo de
situacdo, e ainda ¢ preciso indagar mais a respeito.

Finalmente, referente a expressdo de genes da familia BCL-2, os nossos
resultados ndo tem referente comparativo no TVT, pois este é o primeiro trabalho no
que se determinou a expressao do RNAm do BCL- 2 e BAX em tecido e em cultura de
do tumor. No TVT, até o momento sé tem-se evidenciado a expressdo da proteina, ao
respeito STOCKMANN et al., (2011b), relataram alta expressdo da proteina Bcl-2 ao
utilizar a técnica imunohistoquimica porém ainda ¢ necessario identificar as implicagdes
desta condi¢ao no tumor.

Em outros trabalhos nos que se analisaram a expressdo dos mesmos genes em
outros tipos de tumor, tanto no homem, quanto em outros animais. Detalharam
superexpressao do BCL-2 (DELFINO, 1989; FETT-CONTE; SALLES, 2002;
MENDELSOHN et al.,, 2008; LLAMBI; GREEN, 2011; ZHOU et al., 2012,
FERNALD; KOROKAWA, 2013). Essa condi¢dao, confere as células, resisténcia a
estimulos apoptdticos (CZABOTAR et al., 2014) e previne a morte de células induzida
por farmacos, radioterapia (ZHOU et al., 2012, THOPAM; TAYLOR, 2013); além de
acelerar a génese do tumor pela desregulacdo do MYC e outros oncogénes.

Porém, a tal condigdo também estd associada com fendtipos de baixa
malignidade e prognostico favordvel (CZABOTAR et al., 2014). Baseados em nossos
resultados, ndo ¢ possivel identificar as tais implicagdes no TVT.

Por outro lado, podem ocorrer interagdes entre MDR-1 ¢ TP53 (MORO et al.,
2010) e entre as proteinas da familia Bcl-2 e p5S3 (COLLAVIN et al, 2010). No trabalho
os dados foram varidveis, como particularidade, foi visto que algumas células que

apresentavam baixos niveis de expressdo de MDR-1 tinham expressdo elevada de 7P53
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(células 3 e 16). E variou de normal a elevada em células com aumento da expressao do
MDR-1 (célula 12 e 9 respetivamente). Em razdo disso, ainda ¢ preciso indagar se o
associo entre estes genes ¢ pressente em células de TVT tanto a nivel - vitro” e —n
vivo” com descrito em outros tumores (COLLAVIN et al, 2010)

De outro lado, aumento do Bcl-2 esta relacionada com aumento do 7P53
(KUMARAGURUPARAN et al.,2006), em o nosso trabalho, houve aumento do 7P53,
porém sem significancia de BCL-2. Divergéncias na expressdo de BCL-2 e TP53 t€m
sido descritas em outras pesquisas (BASU; HALDAR, 1998). Em tecidos de TVT,
STOCKMANN et al., (2011b), também reportaram divergéncias porém os estes autores,
descreveram aumento do Bcl-2 e ndo do 7P53.

Em nosso trabalho o aumento da expressdo de 7P53 e diminui¢do da expressao
do BCL-2 observado em algumas células, pode-se relacionar ao uso da vincristina. A
respeito, SENOVILLA et al., (2009) e GALAN et al., (2012), descreveram que a morte
de células em periodo de interfase ¢ facilitada pela ativagdo do 7P53. Além disso, os
autores descrevem que a indugdo da expressdo do 7P53 em células pode determinar o
seu destino ORTH et al., (2012). Por outro lado, UPRETI et al., (2008), relataram
aumento do nivel do Bcl- x;1, mas ndo do BCL-2 em células KB-3, apos receber
tratamento com vincristina.

Outras vias apoptoticas estimuladas por 7P53 ¢ a do BAX (LACROIX et al.,
2006, CZABOTAR et al., 2014). Na pesquisa, esperava-se elevada expressao deste gene
em todas as células e tecidos que apresentaram elevada expressdo do 7P353; posto que
este ultimo promovem apoptose através da regulacdo positiva do BAX e regulacdo
negativa de BCL-2 (HAUPT et al., 2003). Porém, esta condi¢do sé foi encontrada em
seis tecidos. Diante desta situagdo, € possivel acreditar em muta¢des do 7P53 em TVT,
pois a perda da atividade de TP53 em células cancerigenas tem sido associada com
limita¢do da producdo do BAX e a ativacao do apoptose por via mitocondrial (SHING et
al., 2009; FERNALD; KOROKAWA, 2013).

Por fim, os resultados in vitro em células de TVT, também diferem de relatos na
literatura que descrevem que vincristina induz expressdo de BAX no processo de
ativagdo dos mecanismos de morte celular (PEDERSEN et al., 2007).

A tal divergéncia ainda deve ser pesquisada, para determinar se essas interagdes

tém alguma relagdo com o comportamento bioldgico do tumor.



48

10. Conclusao

Diante das condi¢des em que o trabalho foi desenvolvido pode-se concluir:

1.

A expressao dos genes MDR-1 (glicoproteina—p) foi maior em células de
TVT que apresentam menores taxas de citotoxicidade, maiores de
sobrevivéncia apos a quimioterapia com vincristina. Porém, essas células
apresentam alta expressdo do gene 7P53. Os genes BAX e BCL-2 nao
apresentaram cambios importantes quanto a sua expressao apos o uso do
tratamento, fatos que precisam ser mais sedimentados para identificar o
associo com resisténcia a quimioterapia e malignidade do tumor.

A morte celular de culturas de TVT apoés o tratamento com vincristina, pode
ser uma associo entre mecanismos de apoptoses € outros tipos de morte
celular como catastrofe mitotica, além de existir a possibilidade que estas

células possuiam mecanismo que favorecam a de evasdo da mitose.
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Atesto para os devidos fins, que o Projeto de Pesquisa
“Identificacdo de mecanismos moleculares relacionados ao
desenvolvimento do tumor venéreo transmissivel em caes:
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2011.
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Termo de Consentimento Livre e Esclarecido

Declaro para os devidos fins que estou ciente e autorizo a realizagdo do
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titulado: Expressdao dos genes MDR-1, TP53, Bcl-2 e BAX em tumor venéreo
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Nome do animal:

Nome do Responsavel:

RG: Data: / /
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PROTOCOLO SEMIOLOGICO.

Proyecto: Tumor venéreo transmissivel

Nome do proprietario: | * Caso No:
Endereco : | Fecha:
Telefono: \

Dados Animai

Sexo: | Raga: | Idade: | Peso:
Antecedentes del paciente observaciones

Acceso arua? Sim Niao

Teve contato com outros caes? Sim  Nao

Controle reprodutivo? Sim  Nao
Emagrecimento progressivo? Sim  Nao
Massa hemorragica? Sim Nao
Massa friavel? Sim Nao

Tratamento anti-neopldsico prévio Sim_ Nao

Crecimiento: Lento  Réapido

Estavel
Tiempo de crecimiento: <3 semanas 3 a 8 semanas  mads de 8 semanas
Localizagdo da massa: Massa inica Sem_ Nao

Tamanho de tumor en cm:

Valoragao de linfonodos Locais:

Aplicar graduacio TNM**

* Historico do paciente.
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** Parametros TNM en tumor venéreo transmissivel.

Genitais
e g Noddulo . . Metastases outros
Tumor primario YN Linfonodo regional Lo~
linfatico orgaos
T1 Tumor < a 2 NO Auséncia de
cm metastases MO | Auséncia de
Metast linf metastases.
T2 | Entre 2-5 cm N1 clastase —1in onodo
regional
T3 Maior a 5
cm po N2 Metastase outros M1 | Com metastases
Invasao linfonodos.
T4
local
Descricao de massas adicionais
Antecedentes Observacoes
Massa hemorragica? Sem Niao
Massa friavel? Sem Nao

Ordem de aparecimento.
Crescimento: Lento  Répido
Estabel

Tempo de crescimento: <3 semanas 3 a § semanas  mas de 8 semanas

Localizagdo da massa: Massa inica Sem_ Nao

Tamanho tumor em cm:

Valoracdo ganglios locais:

Seguimiento paciente.

Antecedentes

Tratamento utilizado: | Dose:

Semana 1 2 3 4 5 6 7 8

Tamanho
tumor em
cm

Valoracao
ganglios
locais
tamanho.
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Trabalho a ser enviado para a Revista Pesquisa Veterinéria Brasileira.

Immunocytochemical characterization of primary cell culture in
transmissible venereal tumor.

Luis M.M. Flérez!2, Haline F. Ballesteros?!; Paulo R.0. Bersano3#; Joao F. Lima?*,
Fernanda L. Cruz>, Ligia S. Mota® and Noeme S. Rochal

ABSTRACT- Flérez L.M.M., Ballesteros H.F., Bersano P.R.0., Lima ].F., Cruz F.L. Mota L.S,,
Rocha N.S. 2014. Immunocytochemical characterization of primary cell culture in
transmissible venereal tumor. Pesquisa Veterindria Brasileira 00(0):00-00.Programa de
Pos-Graduacdo em Medicina Veterinaria, Faculdade de Medicina Veterinaria e Zootecnia,
Universidade Estadual Paulista, Distrito de Rubido Junior s/n, Botucatu, SP 18618-970,
Brazil. E-mail: maomontoya53@yahoo.es

Immunochemistry for anti- vimentin, anti-lysozyme, anti-alpha 1 antitrypsin, anti-CD3 and
anti-CD79a has been used for the characterization of primary cell culture in transmissible
venereal tumor (TVT). Samples for primary cell culture and immunohistochemistry
analyses were taken from 8 dogs with cytological and clinical diagnosis of TVT. To validate
immunochemical results on primary cell culture of TVT, a chromosome count was made.
For statistical analysis Mann-Whitney test at level of p<0.05 was used. TVT tissues and
culture cell showed intense immunoreactivity to anti- vimentin, being lightly moderate for
anti-lysozyme and anti-alpha-antitrypsin, had mild marking. Finally, negative marking was
obtained for CD3 and CD79a. All culture cells showed chromosomes variable number of
56 to 68. Is the first report on the use of immunocytochemistry characterization in cell
culture of TVT. Significant statistical difference between immunochemistry in tissue and
culture cell was not established, which suggests that the use of this technique may provide
greater certainty in the confirmation of tumor in primary culture.

INDEX TERMS: Alpha 1 antitrypsin, cytogenetic, lysozyme, vimentin.

RESUMO.- [Caracterizacao imunocotoquimica de culturas primarias de Tumor
venereo transmissivel canino.] Os anticorpos anti-vimentina, anti-lisozima, anti-alfa 1
antitripsina, anti-CD3 e anti-CD79a foram empregados para a caracterizacdo de culturas
primarias de TVT. Amostras para cultura primaria e imunohistoquimica foram coletadas
de 8 cdes com diagnostico clinico e citolégico de TVT. Para validar o resultado
inmunocitoquimico nas culturas de TVT, foi realizada a contagem de cromossomos. Para a
analises estatistica o teste de Mann-Whitney foi empregado o a um nivel de significancia
de p<0.05. As culturas e tecidos de TVT apresentaram intensa reatividade para vimentina,
de moderada a leve para Lisozima, moderada para alfa-antitripsina e ndo houve marcagao
para CD3 e CD79a. Finalmente, todas as culturas apresentaram nimero de cromossomos
que variaram de 56 a 68. Este é o primeiro reporte que apresenta o uso da
immunocitoquimica para a caracteriza¢do de culturas de TVT. Assim, e devido a que ndo
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foi observada semelhanga entre a imunomarcagdo em células e tecidos, sugere-se que o
uso desta técnica possa auxiliar a confirmacao de culturas primarias do tumor.

TERMOS DE INDEXACAOQ: alfa 1 antitripsina, citogenetica, lisozima, vimentina.

Introduction

Transmissible venereal tumor (TVT) is a contagious and sexually transmissible
neoplasia of unknown origin. In natural conditions, TVT only affects dogs.
However, other species can be infected by its experimental induction. It was
primarily studied in 1876 by Novinsky, and later by Smith & Washbourn (Marchal
et al. 1997, Rogers, 1997, MacEwen, 2001, Oliveira et al. 2013). Since that time,
TVT has been described as a transmissible and transplantable tumor (Booth, 1994,
Hasler & Weber, 2000).

This neoplasia has spread worldwide. Nevertheless, a major prevalence is located
in tropical and subtropical climates (Ferreira et al. 2000, Varaschin et al. 2001),
mainly in countries with large populations of mongrel street dogs (Papazoglou et
al. 2001, Strakova & Murchison 2014).

The transference of TVT among dogs has been equally found, no matter gender,
either by implantation of viable tumor cells in mucous membranes during coitus,
or by scratching, licking, biting or smelling of a carrier animal (Varaschin et al.
2001, Ganguly et al. 2013). Besides genital contact, TVT also may have an extra-
genital localization (Pereira et al. 2000, Rodrigues et al. 2001, Albanese et al. 2002,
Siddle & Kaufman 2013). TVT usually is restricted to disease points of origin and
implantation, except in rare cases, around 2,5 % (Pandey et al. 1989) where
invades adjacent tissues, lymphatic and/or blood circulation, and reaches distant
areas such as lungs, liver, spleen, brain and other organs as metastatic deposits
(Meuten 2000, Jubb et al. 2007, Ganguly et al. 2013).

Moreover, multiple subcutaneous masses have been reported (Kroger et al. 1991).
The tumor has a unique behavior showed by the usual occurrence of spontaneous
regression in adults. However, in newborns and immunocompromised dogs, it
becomes metastatic and, consequently, fatal (Cohen 1973, Yang & Jones 1973,
Ganguly et al. 2013).

In previous studies conducted at the Laboratory of Investigative Pathology FMVZ
Botucatu, some TVTs presented fewer DNA breaks (Amaral et al. 2011), larger
nucleolar sizes (Amaral 2005), a high reactivity of Ki67 (MBI-1) (Gaspar 2005),
higher proportion of metastases (Amaral et al. 2007), and increased expression
rates of p-glycoprotein (Gaspar et al. 2010).

According to Bassani-Silva et al. (2007), at exposing TVT cells to extracts of
propolis in vitro, some became resistant. Likewise, when comparing malignant cell
response to chemotherapy, those from TVT was significantly less sensitive to this
treatment (Gaspar et al. 2009, Gaspar et al. 2010).

In this case, such features could be an indication of different forms of TVT
presentation (Fonseca et al. 2012), which makes to conclude that it has varying
degrees of aggressiveness and unlike cellular lineages (Roger et al. 1998, Montoya
et al. 2012), with variable biological behavior (Roger et al. 1998). This also
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demonstrates the need for a specific treatment for each tumor, which would
minimize cost and collateral effects by avoiding an excessive application of
chemotherapy.

Thereby, a direct consequence of the above mentioned is the higher number of
chemotherapy applications required to obtain initial regression (Gaspar et al.
2010). This results in increasing costs for owners and of side effects in animals
such as anorexia, myelosuppression and nephrotoxicity. Thus, further research is
required to confirm the hypothesis related to this condition.

Primary cell culture is one of the fast ways to study TVT behavior. Studies based on
experimental primary cell are consistent with similar situations next to in vivo,
which differ from those observed in immortalized cell lines represented by
uniform cells with well-defined characteristics. (Loukopoulos et al. 2004,
Hasegawa et al. 2008, Jahn et al. 2010). In this respect, TVT could help to advance
in the research of molecular events associated with the initiation, progression and
chemotherapy.

However, despite the existence of researches in primary cell culture of TVT, no
work related to its immune characterization was found. This makes it necessary in
order to facilitate cell culture identification of tumor. For this reason, the present
investigation aims to isolate and characterize cell culture primary of TVT by
immunocistochemistry.

Material and Methods

The study was approved by the Ethics Committee on Animal Experimentation of
the Faculty of Veterinarian Medicine, Sdo Paulo State University (UNESP) Brazil.
Eight dogs with cytological and clinical diagnosis of TVT were selected from the
Hospital of Veterinary Medicine, UNESP, independently of breed, sex and age. Two
samples were taken from each dog, one for cell culture, and the other for
immunohistochemistry analyses. Specimen owners were informed about study
procedures. In addition, no dog had received any prior therapy.

Primary Cell Culture
Immediately following biopsy, specimens of TVT were collected in culture medium,
washed in sterile phosphate buffered saline (PBS), and minced into small
fragments (<1 mm3) in a sterile environment. Tissue fragments were then
digested at 37°C for 60 min containing trypsin. After digestion, the lysate was
centrifuge at 250 g for 10 min. The resulting pellet was suspended in DMEM
(Dulbecco’s Modified Essential Médium-Gibco Life Technologies Corporation,
Carlsbad, California), and supplemented with 10% fetal bovine serum (FBS), 100
pug/mL penicillin, 100 pg/mL streptomycin and 3 pg/mL Amphotericin (Life
Technologies Corporation, Carlsbad, California). Cells were plated in 25 cm?2 tissue
culture flasks, and then cultured at 37°C in a humidified atmosphere of 5% COZ2.
Culture medium was renewed twice weekly.
Immunohistochemestry and immunocytochemestry

The slides were rinsed 3x with Tris pH7.0 and incubated “overnight” with primary
antibodies for Anti-vimentin, Anti-lysozyme, Anti-Alpha-1-Antitrypsin, Anti-CD3,
Anti-CD79a (table 1). The reaction product was visualized with a polymer based
technology HiDef® Detection HRP System (Cell Marque®). The slides were revealed
with chromogen 3,3’-diaminobenzidine (DAB) and counter-stained with Harris
hematoxylin.
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Immunocytochemical analyses was performed on cell culture, first hydrated and
permeabilized. Then, after blocking the peroxidase endogenous, immunochemichal
steps were conducted.

Negative controls were prepared by substituting specific primary antibodies with
antibody diluent (Novocastra®). Positive controls were set with liver for Anti-
Lysozyme, Anti-Alpha-1- Antitrypsin, Lymphatic node for Anti-CD3, CD79 « and
heart for Anti-vimentin.

To identify and quantify the expression of the reaction rate, samples were
subjected to a semi-quantitative method as follows: 1 = < 25% labeled cells; 2 = 26-
50%; 3 = 51-75%; 4 = >75%; were considered, respectively, 1 = unmarked; 2 =
slightly marked; 3 = moderate, and finally, 4 = with intense staining. 100 cells were
counted for each slide (Amaral et al., 2005).

Images were captured with a Carl Zeiss optical microscope, Lab.A1, Germany, 10X
and 40X objectives, and processed by AxioVision 4.8 software. In all cases,
immunohistochemistry evaluation was made by two pathologists.

Cytogenetic Analysis.
To validate immunochemical results on primary cell culture of TVT, a chromosome
count was made. Colchicine was added at a final concentration of 0.2 Mg/ml after
18 hours of incubation. Following 2 hours of reincubation, cells were harvested by
treatment based on a versene solution. Cell cultures were then treated with a
hypotonic citrate solution. Air-dried preparations were made and stained with 2%
acetic orcein and, finally, examined.

Statistical Analysis.

The comparison of immunohistochemistry in tissue and immunocytochemestry in
cell culture was done by using the Mann-Whitney test at level of p<0.05.

Results

TVT tissues showed intense immunoreactivity to anti-vimentin, greater
than 90% of the cells. For anti-lysozyme, immunoreactivity was 79% of the total
labeled tissue, being lightly moderate in 29% and 50%. In the case of anti-alpha-
antitrypsin, 55% had mild tissue marking. Finally, negative marking was obtained
for CD3 and CD79a (Figures 1: A to D, Graphic 1).

On the other hand, 8 cultures, one from each dog, were isolated, (Figure 2).
All showed positive staining in 100% of cases to vimentin, of which 75% of the
cells presented intense immunoreactivity, and 25% moderate. For lysozyme, 87%
of the cultures were marked 25% mild, and 62% moderate. For alpha-antitrypsin,
75% of the cultures had mild marking.

Finally, all cultures were negative for CD3 and CD79a (Figure 3: A to D.
Figure 2. There were no statistical differences between immunohistochemical and
immunocytochemical expression (p> 0.05).

In all isolated cultures, a counting of chromosomes was carried out. All
cells showed variable number of 56 to 68. None of them exhibited the same
number of somatic cells of dogs, as demonstrated in Figure 4.
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for lysozyme. 40x obj., bar: 20 um. C. Moderate positivity for alpha-antitrypsin. 40x obj., bar: 20
pum. D. Lack of tumor cell positivity for CD3, CD79a (See lymphocyte marking), 40x obj., bar: 20
pum. Chromogen 3'3 diaminobenzidine (DAB), nuclear counterstaining with Harris hematoxylin.

Fig 2. A. TVT cells, lymphocytoid standard (round cells, little cytoplasm and high
nucleus:cytoplasm ratio), black arrow. Standard plasmacytoid (ovoid cells, broad cytoplasm and
eccentric nuclei) white arrow, 40x obj. B. TVT cell culture, third passage. Bar: 200pum.
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Alpha antitrypsin (+), Chromogen 3'3 diaminobenzidine (DAB), nuclear counterstaining with
Harris hematoxylin, 20x obj.,bar: 50pm.

Fig. 4. TVT metaphases in cell culture. Chromosome
number is less than 78.
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Discussion

TVT has been subject of several studies over the time. However, further
research is still needed to better identification of mechanisms related to its
strength and aggressiveness.

In vitro culture of tumor tissues is, especially, an interesting model to
identify and evaluate tumor biology because cells retain certain characteristics of
tissue in vivo. Moreover, the system provides quick access to drug efficacy and
presents relevant information to identify potential response as anticancer
medicine in the complex microenvironment of tumor tissue (Vander Kuip et al.
2006).

TVT primary culture provides an opportunity to study mechanisms and
extrapolate different elements of information to the tumor in vivo. Thus, in the
present study, an antibody panel was used to assist in the identification of primary
tumor cultures. In summary, 8 primary cultures were set to these purposes.

Once isolated, the entire primary culture must be characterized in TVT.
Despite having been isolated several times (Adams et al. 1968 Mohanty & Rajya
1977, Okamoto et al. 1988, Beschorner et al. 1979 Bassinli-Silva et al. 2007), the
identification of such tumor cells is based on the establishment of cell karyotype
(Oshimura et al. 1973; Mukaratirwa & Gruys 2003). In addition,
inmunocytochemistry was used in this research to define possibilities of
identifying isolated cells from tumor as belonging to itself.

From a clinical point of view, TVT cells have been usually characterized
through markers such as vimentin, lysozyme, alpha-antitrypsin (Moore & Rosin
1986. Sandusky et al. 1987, Mozos et al. 1996, Marcha et al. 1997, Pereira et al.
2000, Morris et al. 2002, Mukaratirwa & Gruys, 2003, Araujo et al. 2012,
Mascarenhas et al. 2014). For this reason, these antibodies were firstly considered
to characterize TVT primary cultures.

At first, the chosen panel showed compatibility to the results reported in
the scientific literature (Pereira et al. 2000, Morris et al. 2002, Mukaratirwa &
Gruys 2003, Araujo et al. 2012, Mascarenhas et al. 2014). In fact, the phenotypic
profile presented by the authors to identify the TVT cells can be considered as an
auxiliary method in the definitive diagnosis of the tumor.

When compared primary cultures to inmunocytochemical features of TVT, a
similar statistical profile of tissues was observed. Moreover, expression of
vimentin, and alpha-antitrypsin lysozyme enables to identify cells coming from
TVT, as described in the literature, since these markers have helped in a high
number of cases to establish a differential diagnosis (Mukaratirwa & Gruys 2003;
Mozos et al. 1996).

In TVT tissues, the use of such markers excluded other types of round cell
tumors, such as lymphomas, melanomas amelanotic melanomas, carcinomas
poorly differentiated, and masctocitomas. However, some authors described
similar immunostaining in histiocytomas. In this case, differential diagnosis is
based on clinical and histopathological criteria (Mozos et al. 1996, Ramos et al.
2008).

Finally, analyzed tissues and cells of TVT displayed no immunoreactivity for
CD3 and CD79a. Nevertheless, concerning tissues, lymphocyte immunostaining
was observed during tumor infiltration. Data already observed in other studies
also support this issue (Mozos et al. 1996, Marchal et al. 1997, Mukaratirwa &
Gruys, 2003, Araujo et al. 2012.).
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In the cultures, marking for these antibodies was not found. This was
expected because in cultures "in vitro", lymphocytes and other inflammatory cells
lack adhesion, being deleted during the change of medium.

To validate the immunostaining results in primary cultures, the karyotype
of TVT cells was assessed. At the end, in all cases, chromosome number resulted
less than 78, which was characterized as TVT cells.

These data corroborate what different authors describe: the chromosome
number in cell cultures TVT may present a wide variation between 46 and 67
(Adams et al. 1968, Oshimura et al. 1973, Mukaratirwa & Gruys 2003, Murchison et
al, 2014). Therefore, the results allowed concluding that isolated cells are from
TVT.

Likewise, the authors of this research consider these findings as innovative
and unpublished, also highlighting the antibody panel as a useful tool for TVT
primary cultures to identify cells as coming from the same tumor. These finding
would eventually contribute to veterinary oncology investigation.

Conclusion

This paper is the first report on the use of immunocytochemestry in cell culture of
TVT. Significant statistical difference between immunochemistry in tissue and
culture cell was not established, which suggests that the use of this technique may
provide greater certainty in the confirmation of tumor in primary culture.
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Table 1. Specific antibody for the characterization of TVT

Antibody Code Dllut_lon Manufacturer Type of
ratio antibody
Anti-CD79a A045201-2 1:100 Dako, EUA Monoclonal
Anti-CD3 A045201-2 1:100 Dako, EUA Policlonal
Anti-Lysozyme A009902-2 1:300 Dako, EUA Policlonal
Anti-Alpha-1- N153330-2  1:300 Dako, EUA  Policlonal
Antitrypsin
Anti-vimentin U7034 1:100 Dako, EUA Monoclonal
100+
Score 1
80- E=3 Score 2
B3 Score 3
60- D Score 4
O\O
40-

Vim Alph Lys CD3 CD79a
Antibody

Graphic 1. Distribution of the immunoreactivity levels
for the antibody panel used to characterize TVT tissue.
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Grafico 2. Distribution of the immunoreactivity levels
for the antibody panel used to characterize TVT cells.



