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RESUMO

“Transportai um punhado de terra todos os dias, e fareis uma montanha.”
Confucio
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BASSANI-SILVA, S. Imunoexpressao e citogenética do tumor venéreo transmissivel
natural no cao. 2008, 71f. Tese (Doutorado em Medicina Veterinaria) — Faculdade de
Medicina Veterinaria e Zootecnia, Universidade Estadual Paulista, Botucatu.

O tumor venéreo transmissivel (TVT) caracteriza-se por ser uma neoplasia de
origem controversa. Baseado nos resultados obtidos anteriormente por nosso grupo de
pesquisa, dos trés tipos morfoldgicos do TVT, os de morfologia plasmocitéide sdo mais
agressivos. De acordo com as caracteristicas morfolégicas do TVT, a resposta a terapia é
variavel e sabendo-se que a utilizagdo da survivina, bem como da caspase-3, do Bcl-6, do
Bcl-2, do Ki-67 e da COX-2 sdo importantes para auxiliar no prognostico, no manejo do
paciente e na monitoracdo da doenga durante e apds a terapia, este projeto visou, além
de estudos citogenéticos, observar se ha diferengas na expressao dos imunomarcadores
acima citados, nos TVTs plasmocitéides e linfocitéides. Para tal, foram utilizados 30 caes
atendidos no Hospital Veterinario da FMVZ-UNESP, Campus de Botucatu. Devido baixa
incidéncia de TVT linfocitéide no HV-UNESP-Botucatu, nao foi possivel fazer correlagbes
entre os tipos plasmocitdide e linfocitéide. A positividade da survivina variou de 96,15 a
100% em 200 células contadas e, em dois casos, a marcagcao da survivina foi
citoplasmética e nuclear, nos outros casos a marcacdo foi apenas citoplasmatica. A
marcacdo pelo anticorpo anti-caspase-3 nos 30 casos de TVT foi baixa, variando de 0 a
6,5% de positividade em 200 células contadas, o que sugere um comportamento
agressivo do TVT. Neste estudo, o TVT ndo expressou Bcl-2 nem Bcl-6 nas tentativas de
imunomarcacao. Dos 30 casos de TVT que foi realizado marcagcdo pelo Ki-67, em 21
casos foi possivel a contagem de células e houve uma média de positividade de 15,57%.
Houve expressdo de COX-2 em todos os casos e os valores variaram de 90,66 a 100%
de positividade em 200 células contadas, exceto por um caso que apresentou 24,50% de
positividade. A distribuicAdo da marcacao da COX-2 era, na maioria dos casos, em forma
de “dots” perinucleares. Nas laminas de sangue observamos que as células apresentaram
0 numero de cromossomos dipléide normal (2n=78). Encontramos em 74,78% das células
tumorais analisadas 56 a 58 cromossomos, sendo que estes apresentavam, em média, 17
cromossomos de morfologia metacéntrica ou submetacéntrica. Sugere-se que fusdes
céntricas dos elementos acrocéntricos contribuiram no aumento numeérico de elementos

metacéntricos observados nas células do TVT, bem como houve rearranjos.

Palavras-chave: COX-2; Caspase-3; Survivina; Bcl-2; Bcl-6; Ki-67; Citogenética;

Bandeamento; Tumor venéreo transmissivel.



ABSTRACT

“Se fizemos o melhor que pudemos fazer, ja triunfamos.”
Wynn Davis
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BASSANI-SILVA, S. Immunoexpression and cytogenetics in naturally transmissible
venereal tumor in dogs. 2008, 71f. Thesis (Doctorate) — School of Veterinary Medicine and
Zootechnics, Sao Paulo State University - UNESP, Botucatu, SP, Brazil.

The characterization of transmissible venereal tumor (TVT) as neoplastic in origin is
controversial. Based on results obtained previously by our research group, of the three TVT
morphological types, those of plasmocytoid morphology are most aggressive. According to
morphological characteristics of TVT, response to therapy is variable; and given that using
survivin, caspase-3, Bcl-6, Bcl-2, Ki-67 and COX-2 to aid in prognosis, patient management
and the monitoring of this disease during and after therapy, this project aimed, besides
cytogenetic studies, to observe whether there are differences in expression of the
aforementioned immunomarkers, in plasmocytoid TVTs and lymphocytoids. For this, 30 dogs,
treated at the Veterinary Hospital of FMVZ-UNESP, Campus at Botucatu, were utilized without
restriction as to sex, breed or age, with cytological diagnosis of transmissible venereal tumor.
There was prevalence of males; age varied from 1 to 14 years, the majority were SRD dogs
and localization was preferentially genital. Due to low lymphocytoid TVT incidence (5.91%) at
HV-UNESP-Botucatu, it was not possible to make correlations between plasmocytoid and
lymphcytoid types. Positivity of survivin varied from 96.15 to 100% in the 200 cells counted
and, in two cases, marking for survivin was cytoplasmic and nuclear, while in other cases
marking was only cytoplasmic. Survivin is associated with more aggressive behavior and
shorter lifespan in the majority of tumors. In men, highly aggressive neoplasias present lower
cytoplasmic expression of caspase-3 than low-grade neoplasias. Marking by anti-caspase-3
antibody in 30 TVT cases was low, varying from 0 to 6.5% positiviity in 200 cells counted,
which suggests aggressive TVT behavior. In our study, TVT did not express Bcl-2 or Bcl-6 in
immunomarking attempts. Cell counts were possible in 21 of the 30 cases of TVT in which
marking was accomplished by Ki-67 and average positivity was 15.57 %. There was COX-2
expression in all cases and positivity values varied from 90.66 to 100% in 200 cells counted,
except for one case that presented 24.50% positivity. The marking distribution of COX-2 was,
in the majority of cases, near the nucleus. In slides of peripheral blood, we could observe that
the cells presented normal number of diploid chromosomes (2n=78). In 74.78% of tumoral cells
analyzed possessing 56 to 58 chromosomes, an average of 17 chromosomes presented
metacentric or submetacentric morphology, It is suggested that the centric fusions of
acrocentric elements contributed to the numerical increase of metrocentric elements observed

in TVT cells, in addition to the presence of rearrangements.

Key words: COX-2; Caspase-3; Survivin; Bcl-2; Bcl-6; Ki-67; Cytogenetics; Banding;

Transmissible venereal tumor.



INTRODUCAO

“O otimista pode até errar, mas o pessimista ja comeca errado.”
Juscelino Kubitschek
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1. INTRODUCAO

O tumor venéreo transmissivel (TVT) desperta nos pesquisadores em
oncologia grande interesse por diversas caracteristicas, entre elas sua origem
controversa (MOZOS et al.,, 1996; MARCHAL et al., 1997; MUKARATIRWA e
GRUYS, 2003) além de, se prestar como um excelente modelo de investigacao
para neoplasia comparada (HSIAO et al, 2002; LIAO et al, 2003;
MUKARATIRWA e GRUYS, 2003).

A reducao da apoptose em células que expressam altas quantidades de
COX-2 é também associado ao aumento da expressao de Bcl-2. Estudos com
inibidores de COX levam a reducao da expressao de Bcl- 2 e indugéo a apoptose.
Células tumorais que expressam COX-2 obtém aumento na capacidade de
invasdao dos tecidos, pois rompem as barreiras teciduais resultando em células
com maior potencial metastatico (WANG e DUBOIS, 2004).

A reducao da apoptose tumoral também tem sido correlacionada com a
expressao da survivina, levando ao aumento da resisténcia do cancer a terapia e a
reducao do tempo de sobrevivéncia do paciente (KNAUER et al., 2007). Sendo a
survivina uma potente inibidora da caspase, sua superexpressdao nas células
neoplasicas implica na resisténcia a diferentes estimulos apoptéticos, incluindo a
quimioterapia (WESTPHAL e KALTHOFF, 2003).

A proliferacdo celular relacionada com as neoplasias tem sido
amplamente estudada por mostrar uma boa correlagdo com o comportamento
bioldgico destes tumores e adicionar informagdes que orientem o tratamento e o
prognostico (ROELS et al., 1999). O antigeno Ki-67 (MIB-1) tem relagao direta
com a fracdo de crescimento de uma populagdo celular e é considerado,
atualmente, como um marcador de proliferacdo celular util e confidvel nos mais
diferentes tecidos (ALVES et al., 1999; IQBAL et al., 2002; HAZAN et al., 2002).
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Recentemente, a dupla marcagdo imunoistoquimica do Bcl-6 tem
demonstrado ser método confiavel para identificar linfomas de células B e predizer
o tempo de sobrevida (PEDERSEN et al., 2005).

A determinacao do significado das aberragdes numéricas e/ou estruturais
na patogénese da transformacado neoplasica pelo estudo dos cromossomos é
importante uma vez que esses conhecimentos podem ser utilizados para decisbes
personalizadas no cuidado do paciente (isto €, diagndéstico e/ou prognéstico)
(HAHN, 1998).

Estudos citogenéticos tém ajudado a demonstrar a natureza clonal da
maioria das neoplasias e identificar as mudancas genéticas sequienciais somaticas
que ocorrem com um clone neoplésico. Sabendo-se que a utilizagdo da survivina,
bem como da caspase-3, do Bcl-6, do Bcl-2, do Ki-67 e da COX-2 sado importantes
para auxiliar no prognostico, no manejo do paciente e na monitoracao da doenca
durante e apds a terapia, este estudo visou, além de estudos citogenéticos,
observar se ha diferencas na expressao da COX-2, da survivina, da caspase-3, do
Bcl-2, do Bcl-6 e do Ki-67 nos TVTs plasmocitéides e linfocitdides.



REVISAO DE LITERATURA

"Defeitos ndo fazem mal, quando ha vontade e poder de os corrigir."
Machado de Assis
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2. REVISAO DE LITERATURA

2.1. Tumor venéreo transmissivel

O tumor venéreo transmissivel (TVT) canino tem sido objeto de
numerosas investigacées desde 1876, quando Novinsky relatou o sucesso do
primeiro transplante experimental de tumor usando esta neoplasia (COHEN, 1978;
MURGIA et al., 2006). Em qualquer que seja o pais, inclusive os de clima tropical,
0 cao é o sistema alvo para implantagdo, desenvolvimento e perpetuagdao do TVT
(VERMOOQOTEN, 1987; MURGIA et al., 2006). No Servico de Patologia do Hospital
Veterinario — UNESP, campus de Botucatu — SP, é a segunda neoplasia mais
freqiente em céaes, perdendo apenas para o tumor de mama (HATAKA, 2003;
AMARAL et al., 2004; ANDRADE, 2008).

O TVT esta dentro das neoplasias de ocorréncia natural nos caes e,
apesar de ter predilecdo pela mucosa da genitalia externa de ambos 0s sexos,
pode ser diagnosticado pela implantagdo de células em locais extragenitais, em
ambos 0s sexos também. No primeiro caso, isto se da durante o coito. Por outro
lado, na segunda hip6tese, pode ser transmitido por quebra da integridade
estrutural das mucosas nasal, oral, conjuntival e do subcutaneo do animal (PEREZ
et al., 1994; MARCHAL et al., 1997; VARASCHIN et al., 2001).

De acordo com a classificagdo morfoldgica de neoplasia é considerado de
células redondas, e com a biologica, tem capacidade para desenvolver
metastases, inicialmente para linfonodos adjacentes ao TVT primario,
posteriormente, para pulmao, figado, encéfalo, entre outros 6rgaos (DAS e DAS,
2000; FERREIRA et al., 2000; AMARAL et al., 2004), numa propor¢céao equivalente
a 17% (ROGERS, 1997; MacEWEN, 2001).

Na avaliagdo macroscopica, o TVT exibe desde pequenos ndédulos
menores que 1 cm de didmetro até grandes massas, de aspectos multilobuladas,
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couve-flor, pedunculada acima de 10 cm de diametro. A palpacéo, a consisténcia
¢ de macia a friavel (COHEN, 1985; DAS e DAS, 2000; GOLDSCHMIDT e
HENDRIX, 2002; GROSS et al., 2005).

O exame citopatoldgico deve ser o de elei¢cdo para o diagnéstico de TVT,
por sua simplicidade, baixo custo, menor risco e desconforto, além de reduzir
distorcdo da morfologia celular, o que favorece diagnéstico seguro (DALECK et al.,
1987; ERUNAL-MARAL et al., 2000; BASSANI-SILVA et al., 2003; AMARAL et al.,
2004). Este exame tem sido usado em larga escala no Servico de Patologia da
FMVZ-UNESP-Botucatu para o diagnéstico do TVT. Presta-se até mesmo para
colher amostras em cavidades fechadas, onde o clinico n&do inclui o TVT como
diagnostico diferencial. O exame citolégico mostrou-se eficiente e conclusivo para
esta neoplasia (AMARAL et al., 2004).

De regra, as amostras citolégicas de TVT sao altamente celulares,
quando submetidas a coloragao e lidas ao microscopio, sendo possivel observar
células redondas a ovais, cujas medidas estdo entre 14 e 30y de diametro e os
bordos citoplasmaticos sdo bem delimitados. O nucleo é redondo ou oval e sua
posicdo no citoplasma é excéntrico ou central, podendo apresentar cromatina
grosseira e/ou granular com um ou dois nucléolos proeminentes (WELLMAN,
1990). A relagao nucleo:citoplasma é relativamente alta (BOSCOS et al., 1999).

Muitas vezes, a morfologia das células do TVT varia entre o tumor
primario e o metastatico (ROGERS, 1997; BOSCOS et al., 1999), principalmente
nos casos de tumores antigos, com mais de dois anos (BOSCOS et al., 1999). Até
0 inicio do ano 2003, a literatura especializada no assunto, quer no TVT de
ocorréncia natural, quer no TVT experimental, in vitro nao se preocupava com as
diferentes morfologias celulares, apesar de se encontrar citacdes neste sentido.
Entre elas, se pode exemplificar com a auséncia de dos vacuolos citoplasmaticos
(ROGERS, 1997), diferentes tamanhos de células, formas e tonalidades de TVT
(MOHANTY e RAJYA, 1977; BOSCOS et al., 1999).

Apesar do TVT ter sido identificado ha décadas, sua origem exata ainda é
incerta. MURGIA et al. (2006) acreditam na origem histiocitica, porém se

basearam em informacdes de Cohen (1985) e Das e Das (2000), que limitaram-se
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a questionar a origem reticuloendotelial. Estudos imunoistoquimicos com alpha-1-
antitripsina, lisosima, ACM1 no TVT, sugerem a origem histiocitica (MOZOS et al.,
1996; MARCHAL et al., 1997; MUKARATIRWA e GRUYS, 2003). O relato no qual
formas amastigotas de Leishmania sp. foram encontradas ocasionalmente no
citoplasma de células neoplasicas reforcariam a origem histiocitica do TVT
(ALBANESE et al., 2002). Entretanto, uma extensiva imunofenotipagem realizada
em 2003 por Moore e Affolter, em amostras do TVT, falharam em confirmar a
origem histiocitica do mesmo (apud GROSS et al., 2005).

Com base nestas informagdes, a partir de 2003, desenvolveu-se um
estudo em TVT de ocorréncia natural com o propésito de encontrar correlacao
entre as diferentes morfologias celulares de TVT e suas agressividades bioldgicas.
Para tanto, baseou-se nos cédes da rotina do Hospital Veterinario — UNESP,
campus de Botucatu e observou-se in vitro e in vivo que havia correlacao entre a
morfologia e a agressividade (BASSANI-SILVA et al, 2003; AMARAL, 2005,
BASSANI-SILVA, 2005; GASPAR, 2005).

Mais tarde, MURGIA et al. (2006), analisando um fragmento amplificado
de DNA mitocondrial de TVT, observaram diferencas na seqiéncia entre os
tumores e concluiram que o clone ancestral do TVT dividiu-se em duas subclasses
cada qual se distribuindo em muitos paises, talvez para se perpetuarem apesar
das intempéries ambientais.

Ainda com relacdo as modificagdes na morfologia esta o fato de que
tumores antigos, com mais de dois anos, ndo respondem bem a quimioterapia
(BOSCOS et al., 1999), que é mais efetiva quando o diagnéstico é dado na fase
inicial do tumor (PEREZ et al., 1994). Além disso, VARASCHIN et al. (2001)
associaram a malignidade dos TVTs com a morfologia da célula, citoplasma
abundante e nulcleo excéntrico. Essa associacdo corresponde ao TVT
plasmocitdide que, em pesquisas realizadas por nosso grupo de estudo resultaram
em maior expressdo de glicoproteina-p que esta relacionada com resisténcia a
quimioterapia em diversos tumores, principalmente no homem, maior resisténcia a
acao antitumoral da propolis in vitro e quase a totalidade dos casos de metastases
(41%) (AMARAL, 2005; BASSANI-SILVA, 2005; GASPAR, 2005).
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O TVT é um excelente modelo para investigar a interacdo entre a
imunidade do hospedeiro e o crescimento tumoral (HSIAO et al., 2002; LIAO et al.,
2003; MUKARATIRWA e GRUYS, 2003). Um aspecto de extrema importancia que
tem atraido a atengé@o de pesquisadores para o TVT é o papel da resposta imune
do hospedeiro durante os estagios de progressdao e regressdao do tumor
(MUKARATIRWA e GRUYS, 2003).

Apesar de ser um aloenxerto, o sistema imune do hospedeiro € incapaz
de destruir as células tumorais e dessa forma, o tumor desenvolve
progressivamente por quatro a seis meses, uma vez que as células tumorais nao
expressam molécula de MHC classe | ou Il durante essa fase (HSIAO et al., 2002;
LIAO et al., 2003).

A medida que o tumor transplantado regride, sdo identificadas maiores
quantidades de tecido conjuntivo de sustentagdo do tumor, e grande infiltrado
leucocitario do tipo linfécitos, eosinofilos, neutréfilos e macrofagos (TINUCCI-
COSTA, 1999).

LIAO et al. (2003) demonstraram papel importante das células de TVT,
pois foram detectadas proteinas secretadas por essas células com especificidade
para a inducao de apoptose em células B. Essas mesmas proteinas que também
sao toxicas para linfécitos B de outras espécies podem ser utilizadas nas doengas
que requerem destruicdo especifica das células B, tais como no tratamento de
alergias, doengas auto-imunes e neoplasias, como linfoma de células B. Por estas
razdes, o TVT pode prestar-se como modelo de investigacédo da interagao entre o
crescimento tumoral e o sistema imune do hospedeiro, bem como possivel
produtor de farmaco, para aquelas doencas (YANG, 1981; HAYES et al., 1983;
RECHAVI et al., 1991; HSIAO et al., 2002; LIAO et al., 2003; MUKARATIRWA e
GRUYS, 2003).

2.2. Carcinogénese
Carcinogénese ou oncogénese designam a patogénese de uma
neoplasia, desde as alteragdes mais precoces no DNA, que supostamente

ocorrem em uma sé célula ou em um pequeno grupo delas, até a formag¢ao de um
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tumor que pode destruir o organismo hospedeiro. Este desenvolvimento
neoplasico € um processo dinamico, que evolui em multiplas etapas. Caracteriza-
se por modificagdes progressivas do perfil bioldgico celular, com alteragdes de sua
capacidade de proliferacdo, diferenciacdo, sobrevida e interagdo com o
microambiente (HANSEN e CAVENEE, 1987; VERMA, 1986; SILVA, 2004).

Os eventos basicos da carcinogénese sao conhecidos em nivel
molecular. Resultam de agressdao ao genoma da célula, com alteracbes do DNA,
que sao mutacbes ou expressdao anémala de genes normais. Tais alteracdes
levam a ativacdo ou inativacdo de genes que coordenam funcdes essenciais da
célula, como proliferacado, diferenciacdo, morte por apoptose e estabilidade do
genoma. O acumulo de mutacdes nesses genes criticos, leva a perda da
homeostase e o0 aparecimento do fendétipo celular maligno (VERMA, 1986; COSTA
e MENCK, 2004).

2.2.1. Genes supressores tumorais

A ativacdo dos proto-oncogenes celulares, juntamente com a inativagao
dos genes supressores de tumor sdo as principais alteracées genéticas envolvidas
no desenvolvimento tumoral. Os genes supressores codificam proteinas que
inibem o progresso do ciclo celular, caso o DNA esteja danificado. Além disso,
estdo incluidas dentre os genes supressores de tumor, as proteinas que
promovem apoptose em resposta as lesées nao reparadas no DNA e as enzimas
envolvidas no processo de reparo do DNA. Uma vez que 0s supressores
controlam negativamente a proliferacdo e a sobrevida celulares, mutacdes
deletérias da funcdo desses genes contribuem para o desenvolvimento e agressao
da neoplasia (FRANKS, 1990; COSTA e MENCK, 2004; SILVA, 2004).

2.2.1.1. Apoptose e o cancer
Os processos de proliferacao, diferenciacdo e morte-celular por apoptose
sao fundamentais para o desenvolvimento de certas doengas, em especial as de
carater neoplasico (PRESTON-MARTIN et al., 1990; THOMPSON et al., 1992;
MANNING e PATIERNO, 1996; DEVERAUX e REED, 1999). Estudos da
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morfologia e da imunocitoquimica de tumores no homem e em modelos animais
evidenciam que a progressiva resisténcia a apoptose € uma das caracteristicas
marcantes da grande maioria dos canceres (ZORNIG et al., 2001; BARCINSKI,
2004; KNAUER et al., 2007). Deste modo, pode-se observar a necessidade de
avaliar, além do imunofenétipo, o indice de proliferacao celular e a taxa de
apoptose das células neoplasicas (KIUPEL et al., 1999). O estudo do indice
apoptético nos tumores é de extrema importancia para a determinacdo da
agressividade tumoral, conseqliente resisténcia ao tratamento e ao monitoramento
da neoplasia (AOYAGI et al., 2002; KNAUER et al., 2007).

Dentre as moléculas importantes no controle e na efetuacédo da apoptose
estao as proteinas da familia do Bcl-2 e, uma familia especial com capacidade de
inibir as caspases, conhecida como Proteinas Inibidoras da Apoptose (IAPSs)
(BARCINSKI, 2004; MARTINEZ et al., 2004).

A fase da execucdo da apoptose comeca quando as caspases, que sao
cisteinaproteases, quebram proteinas que apresentam acido aspartico. Na fase de
degradacédo celular as caspases atuam sobre si mesmas, além de degradarem
diversos tipos de proteinas: citoqueratinas, actinas, catenina e proteinas inibidoras
da apoptose como o Bcl-2, e no proprio DNA, destruindo a organizagdo da
cromatina e a sobrevivéncia celular (MAY e MAY, 1995).

2.2.1.1.1. Survivina

A survivina, membro da familia das IAPs, é uma proteina bifuncional, que
suprime a apoptose e regula a divisdo celular (ALTIERI, 2003; BARCINSKI, 2004;
KNAUER et al., 2007). Descoberta em 1999, esta proteina tem atraido grande
interesse da industria farmacéutica como um alvo potencial de drogas, pois sua
expressao esta entre os produtos mais especificos dos tumores (REED, 2001;
ALTIERI, 2003; KAUR et al., 2004; KNAUER et al., 2007).

A survivina nao é detectavel nas células diferenciadas de qualquer 6rgao
em adultos, com excecao do timo, testiculo, placenta, progenitores hemopoiéticos
e de células endoteliais, porém é superexpressa em uma série de tumores,

sugerindo que a reativacdo do gene da expressao da survivina ocorre comumente
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nas neoplasias (REED, 2001; ALTIERI, 2003; WESTPHAL e KALTHOFF, 2003;
BARCINSKI, 2004; GROSSMAN, 2004; XIE et al., 2006; KNAUER et al., 2007). A
expressao da survivina tem sido correlacionada com a reducdo da apoptose
tumoral, aumento da resisténcia do cancer a terapia e a abreviagdo do tempo de
sobrevivéncia do paciente (KNAUER et al, 2007). Possui localizacoes
intracelulares, e predomina no citoplasma, nacleo, mitocéndrias e componentes do
aparato mitotico (ALTIERI, 2003; KNAUER et al., 2007).

A elevada concentragéo citoplasmatica de survivina pode promover a
fungcdo antiapoptética da survivina, configurando um comportamento mais
agressivo; ja a localizagdo nuclear nos tumores deve ser associada a um
prognostico favoravel como nos casos de cancer colorretal (KNAUER et al., 2007),
cancer de mama (LI et al., 2005a); tumores pancreaticos (TONINI et al., 2005),
entre outros.

Em 2006, DOMINGUES observou que a expressao da survivina nos
Linfoma de Grandes Células B Difuso € um fator marcante de mau prognéstico e
preditivo de baixa sobrevida, uma vez que a positividade, seja ela nuclear,
citoplasmatica, ou nuclear e citoplasmatica, relacionava-se sempre com menor
sobrevida comparada com 0s pacientes survivina negativos.

A survivina tem sido apontada, ainda, como possivel alvo terapéutico no
cancer (SHARMA et al., 2004). Por estar presente no nucleo, drogas que atuariam
nos chamados sinais de exportacdo nuclear (NES) apresentariam um potencial
terapéutico promissor, 0 que daria a estes tumores com survivina nuclear um
prognostico favoravel (KNAUER et al., 2007).

O mecanismo pelo qual a survivina neutraliza a apoptose ainda é
controverso. Inumeros relatos sugerem que a survivina é um componente
essencial do complexo cromossémico passageiro e desempenha papel crucial na
apoptose, inibindo as caspases ao promoverem uma interacado do complexo I1AP-
caspases, permitindo a liberacdo das proteinas mitocondriais, com a
permeabilidade da membrana alterada, e ligacdo das IAP e conseqlente
promocao da inibicdo das caspases (IKEGUCHI et al., 2002; KNAUER et al.,
2007). Outros relatos sugerem que a survivina pode formar complexos com outros
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membros das IAPs e unir-se a procaspases (KNAUER et al., 2007). Sendo a
survivina uma potente inibidora da caspase, sua superexpressao nas células
neoplasicas implica na resisténcia a diferentes estimulos apoptéticos, incluindo a
quimioterapia (WESTPHAL e KALTHOFF, 2003).

Os estudos da expressao da survivina nos TVTs plasmocitbides e
linfocitdides vém complementar os estudos anteriores realizados por nosso grupo
de pesquisa, que sugerem que o TVT plasmocitéide é mais agressivo, levando ao
melhor entendimento biolégico e a resposta terapéutica adequada (AMARAL,
2005; BASSANI-SILVA, 2005; GASPAR, 2005).

2.2.1.1.2. Caspases

Outro método de quantificar a freqiéncia de células tumorais que estao
em apoptose é avaliar a expressdo das caspases, enzimas relacionadas
diretamente com o evento da apoptose (GREEN, 1998; GREEN e KROMER,
1998; ROBERT e FRIEDLANDER, 20083).

As caspases constituem grande familia de proteinas homélogas entre si,
com atividade enzimética, hoje ja com 14 membros bem caracterizados, caspase-
1 a caspase-14 (NICHOLSON, 1999; BARCINSKI, 2004).

As caspases estao presentes no citoplasma da maioria das células, nas
formas inativas como uma cadeia Unica de polipeptideos (zimdégenos ou proé-
enzimas), e sao ativadas por outras caspases por clivagem proteolitica, o que leva
a apoptose (GREEN, 1998; ROBERT e FRIEDLANDER, 2003). A inibicdo da
atividade das caspases, por mutacdo ou mesmo por acao farmacolédgica, pode
retardar ou até impedir a morte celular por apoptose (BARCINSKI, 2004). As
caspases podem ser classificadas em grupos como iniciadoras e executoras
(SLAUSON e COOPER, 2002).

A caspase-3 tem sido a mais investigada, por ser a caspase executora
mais importante, formando um caminho final comum a destrui¢cdo celular por clivar
proteoliticamente muitas proteinas funcionais e estruturais importantes (SLAUSON
e COOPER, 2002). Esta enzima esta relacionada com a apoptose em muitos

disturbios hemato-linfoproliferativos no homem. Investigacdes recentes sugerem
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que tanto o nivel da expressdo da caspase-3 como sua forma de marcacao
intracitoplasmatica, tém relacdo com a progressao tumoral (DONOGHUE et al.,
1999; DUKERS et al., 2002). Além disso, a caspase-3 tem sido considerada um
dos melhores métodos de determinacao do indice de apoptose, uma vez que sua
determinacdo é mais correta que a contagem de corpos apoptoéticos. As células
apoptéticas reconhecidas por sua morfologia representam um indice menor que o
valor real, pois varias células, jA em apoptose, podem ainda nao apresentar
alteragdes morfoldgicas visiveis na microscopia optica (DUKERS et al., 2002).
Neoplasias altamente agressivas possuem uma expressao citoplasmatica
menor de caspase-3 que as neoplasias de grau baixo (DONOGHUE et al., 1999;
DUKERS et al., 2002). A localizacdo da imunomarcacao € mais importante que a
imunopositividade, e tem sido relacionada com o prognéstico. No homem, linfomas
de grau alto que possuem positividade para caspase-3 respondem melhor a
terapia. Entre as neoplasias positivas para esta enzima, aquelas com intensa
marcacao puntiforme citoplasmatica tendem a apresentar um prognéstico melhor

do que as que apresentam marcacao difusa (DONOGHUE et al., 1999).

2.2.1.1.3. Bcl-2

A caspase-3 cliva o gene Bcl-2, que foi o primeiro proto-oncogene cujo
mecanismo de agdo foi descrito agir suprimindo a morte celular por apoptose
(MIHARA et al., 2003; SONH et al., 2003; BARCINSKI, 2004). O mecanismo de
acao da proteina Bcl-2 ainda ndo esta totalmente esclarecido, mas ha hipdteses
que ela funcione como um canal i6nico, como modulador da atividade de
caspases ou como inibidor da liberacdo de citocromos-c pelas mitocondrias
(SLAUSON e COOPER, 2002; BARCINSKI, 2004). O gene Bcl-2 é expresso em
uma ampla variedade de tecidos fetais, mas tendem a ser mais restritos as células
que estdo em rapida divisdo e diferenciacdo nos adultos (ZORNIG, et al., 2001).
Se existe neoplasia com alta expressdo de Bcl-2 é esperado pior prognostico
desta neoplasia ou resisténcia ao tratamento (SONH et al., 2003).
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2.2.1.1.4. Bcl-6

O gene Bcl-6 € importante na supressao de genes envolvidos no controle
da ativacao, diferenciagcdo e apoptose de linfécitos no centro germinativo
(PASQUALUCCI et al, 2003; MIN et al, 2005). Sua “down-regulation” é
necessaria para que possam existir células-B normais no centro germinativo € ha
expressdao de Bcl-6 de forma consideravel nos linffomas de células-B
(PASQUALUCCI et al., 2003).

Recentemente, a dupla marcagdo imunoistoquimica do Bcl-6 tem
demonstrado ser método confidvel para identificar linfomas de células B e predizer
o tempo de sobrevida, de modo bem semelhante aos dos estudos de cDNA
microarray (PEDERSEN et al., 2005). O gene Bcl-6 é um proto-oncogene
repressor da transcrigdo e, nos linfomas n&o-Hodgkin, o Bcl-6 esta
frequentemente desregulado (GIANELLI et al, 2004; LI et al., 2005b). Em
desordens pulmonares linfoproliferativas, foi investigada a presenca de mutagdes
na regido regulatoria 5’ do gene Bcl-6 e 40% dos casos mostraram mutagdes no
gene Bcl-6 (KUROSU et al., 2004). Estudos na mutagdo do gene Bcl-6 também
foram realizados em leucemia linfocitica crénica de células-B, e os estudos
mostraram que mutagdes no Bcl-6 identificam um subgrupo dessa doencga, o que

mostra alto risco de progressao nesses pacientes (SARSOTTI et al., 2004).

2.2.2. indice de proliferagéo celular e o cancer

Como dito anteriormente, ha necessidade de avaliar, além do
imunofendtipo, o indice de proliferacao celular e a taxa de apoptose das células
neoplasicas (KIUPEL et al., 1999).

A proliferacdo celular relacionada com as neoplasias tem sido
amplamente estudada por mostrar uma boa correlagdo com o comportamento
biolégico dos tumores e adicionar informagdes que orientem o tratamento e o
prognostico (ROELS et al., 1999).
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Existem muitos métodos de avaliagdo da proliferagdo celular, entre estes
podem ser citadas técnicas simples como a contagem das figuras de mitose ou
métodos mais sofisticados como pela avaliagdo imunoistoquimica, utilizando-se a
marcacao dos antigenos Ki-67 (MIB-1) e PCNA (Proliferating Cell Nuclear Antigen)
(ALVES et al., 1999; GRIFEY et al., 1999; ROELS et al., 1999).

As figuras de mitoses sao contadas no corte histolégico empregando-se
coloragdes de rotina, por exemplo, a Hematoxilina e Eosina. Um dos maiores
problemas deste método € que o periodo de mitose é muito curto dentro do ciclo
celular, portanto células em proliferagdo podem nao ser detectadas e o indice
proliferativo sera subestimado (GRIFFEY et al., 1999). Deve-se ressaltar que este
método ainda é muito utilizado na rotina laboratorial para a avaliagdo do
comportamento biolégico das neoplasias.

O PCNA marca uma proteina essencial para a sintese do DNA e que
varia na sua quantidade nas diferentes fases do ciclo celular, apresentando pico
na fase S. A principal desvantagem deste marcador € o tempo de vida util
prolongado desta proteina ap6s a saida da célula do ciclo celular, havendo com
isso uma super-estimacao do indice de proliferacdo da neoplasia (GRIFEY et al.,
1999 e ALVES et al., 1999).

O antigeno Ki-67 (MIB-1) pode ser detectado em todas as fases do ciclo
celular menos na Go (GERDES et al., 1991). Este tem relacao direta com a fracao
de crescimento de uma populacéo celular e é considerado, atualmente, como um
marcador de proliferagdo celular util e confidvel nos mais diferentes tecidos
(ALVES et al., 1999; IQBAL et al., 2002; HAZAN et al., 2002).

O crescimento tumoral é determinado por trés fatores principais: o tempo
do ciclo celular, a porcentagem das células em proliferacdo e o niumero de células
perdidas. Portanto, além dos marcadores de proliferacdo celular, outro indice
muito importante relacionado com o comportamento biolégico das neoplasias € a
apoptose (PHILIPS et al., 2000), o que ja foi abordado anteriormente neste estudo.
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2.2.3. Cicloxigenase-2 e cancer

A cicloxigenase-2 (COX-2), também chamada de prostaglandina H;
sintetase-2 (PGHS-2), é a enzima central no caminho biossintético dos acidos
aracddnicos em prostaglandinas. Ela € considerada o “primeiro gene imediato”; &
formada quando a célula é estimulada e participa de varios processos, tais como
carcinogénese e inflamagao (MAO et al., 2007).

Nas ultimas duas décadas, numerosos estudos clinicos, experimentais e
epidemiolégicos tém correlacionado o desenvolvimento e a progressao do tumor
com a presenga da COX-2 nas células neoplasicas do homem e dos animais
(BEAM et al., 2003; DORE et al., 2003; CALDERON, 2005; MAO et al., 2007).

A correlacao entre a COX-2 e o cancer surgiu a partir de diversos estudos
gue correlacionaram o uso crénico de antiinflamatérios ndo esteroidais (DAINES)
com a diminuicdo da incidéncia do carcinoma de célon em meados dos anos
noventa, porém, ndo havia base cientifica que explicasse essas observacdes
(OSHIMA et al., 1996; BAKHLE, 2001; SCHMITZ et al,. 2007).

Estes achados foram sintetizados em hip6teses testaveis onde a atividade
de COX-2 estaria associada ao crescimento celular e acdo de oncogenes
(BAKHLE, 2001). EBERHART et al. (1994), estabeleceram resultado crucial para
esta hipétese demonstrando a presenca de COX-2 no tecido neoplasico (cancer
de colon) e sua auséncia em tecido normal (intestino) (BAKHLE, 2001).

A super-expressdao de COX-2 sozinha ndo € suficiente para induzir uma
neoplasia, mas sua expressao é suficiente para induzir a carcinogénese em certos
tipos de tecidos (CAO e PRESCOTT, 2002; WANG e DUBOIS, 2004).

A COX-2 é uma proteina angiogénica potente (LIAO et al., 2007) e, sabe-
se que o crescimento tumoral e a angiogénese sao interdependentes (MAO et al.,
2007). Células tumorais que expressam COX-2 obtém aumento na capacidade de
invasao tecidual, pois rompem as barreiras teciduais resultando em células com
maior potencial metastatico, ou seja, a COX-2 esta associada a mecanismos de
promocao tumoral, como o aumento da capacidade de invasdo e mestastase
(TSUJII et al., 1997; MURATA et al., 1999; SURH et al., 2001; BOL et al., 2002;
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CAO e PRESCOTT, 2002; SLAUSON e COOPER, 2002; DONG et al., 2003;
WANG e DUBOIS, 2004). Isso foi confirmado em 2005 por CALDERON, que
observou a expressdo de COX-2 em mastocitos neoplasicos presentes em vasos
linfaticos (émbolo neoplasico) e por MAO et al. (2007) que estudaram canceres
gastricos e observaram que a super-expressdao da COX-2 nestes tumores estava
relacionada com metéstases e invasdes profundas.

Ainda em 2007, LIAO et al. e SCHMITZ et al. também observaram que
pacientes com maiores niveis de expressao de COX-2 nos osteossarcomas € nos
colangiocarcinomas intrahepaticos tiveram acentuada reducdo no tempo de
sobrevida.

SCHMITZ et al. (2007) observaram que o0s colangiocarcinomas
intrahepaticos que apresentavam a maior expressdo de COX-2 também possuiam
menor numero de células tumorais apoptéticas, indicando que altos niveis de
expressdao de COX-2 estdo associados com a reducdo na apoptose e o aumento
na proliferagdo tumoral. Sugere-se que a super-expressao de COX-2 pode causar
inibicdo mediada por prostaglandina E2, inibindo a apoptose nos
colangiocarcinomas. Além disso, a super-expressao da COX-2 mostrou aumentar
o crescimento tumoral pela ativacdo de varias prostaglandinas E (receptor EP)
(HAWK et al., 1999; WENDUM et al., 2004; SCHMITZ et al., 2007).

A reducdo da apoptose em células que expressam altas quantidades de
COX-2 é também associado ao aumento da expressao de Bcl-2. Estudos com
inibidores de COX levam a reducéo da expressao de Bcl-2 e indugédo a apoptose
(VANE et al., 1998; CAO e PRESCOTT, 2002; WANG e DUBOIS, 2004).

2.2.4. Cromossomos
O conjunto dipléide normal do cao doméstico (Canis familiaris) apresenta
78 cromossomos sendo todos autossomos de morfologia acrocéntrica, o
cromossomo X 0 maior submetacéntrico e o cromossomo Y o menor deles. Por
outro lado, estudos citogenéticos realizados em células do TVT mostraram grande
desvio no numero cromossdmico encontrado no cariétipo normal, onde exibiam

entre 57 a 59 cromossomos sendo varios de morfologia submetacéntrica



BASSANI-SILVA, S. Revisdo de Literatura 17

sugerindo assim a ocorréncia de rearranjos (COHEN, 1978; COHEN, 1985;
VERMOOTEN, 1987; ROGERS, 1997; HASLER e WEBER, 2000; MacEWEN,
2001). Tais rearranjos devem ser do tipo balanceado, ou seja, ndo ha nem perda
nem ganho de material genético e estes incluiriam translocacdes reciprocas e
fusbes céntricas (HAHN, 1998).

Ha duas razdes principais para estudar os cromossomos das neoplasias:
determinar o significado das aberracbes numéricas e/ou estruturais no
desenvolvimento neoplasico e utilizar esses conhecimentos para decisdes
préprias no cuidado do paciente (isto é, diagndstico e/ou prognéstico). Estudos
citogenéticos tém ajudado a demonstrar a natureza clonal da maioria das
neoplasias e identificar as mudancas genéticas sequienciais somaticas que
ocorrem no clone neoplasico (HAHN, 1998).

Em 1970, CASPERSSON et al. foram um dos primeiros a introduzir a
técnica de bandeamento cromossdmico, pelo método fluorescente utilizando a
quinacrina mostarda (banda Q). Com o advento da técnica de bandeamento
cromossdmico por alta resolucao (YUNIS, 1981), a analise citogenética de células
neoplasicas tornou-se mais segura e permitiu a identificacdo de varias
anormalidades que até entdo eram despercebidas. Estas técnicas citogenéticas
permitiram demonstrar que as alteragdes cromossdmicas estdo implicadas na
patogénese de lesdes neoplasicas. Assim, foi possivel estabelecer que a maioria
das neoplasias no homem, incluindo tumores benignos, possui anormalidades
cariotipicas nao casuais com alguns sitios genbmicos preferencialmente
envolvidos (HEIM e MITELMAN, 1989; BERGAMO, 1995).

Estudos recentes mostram que certas alteragdes genéticas podem ser um
importante adjunto aos dados clinicos e, potencialmente, podem ser considerados
como um novo marcador relevante para predizer o prognéstico do tumor, a
sensibilidade & droga ou o risco de ter o cancer (JANCARKOVA et al., 2008).
Comparando tumores primarios e metastaticos, STAEBLER et al. (2002) e
FISHMAN et al. (2005) verificaram que os ultimos apresentavam mais aberracoes,

quando estudando alteracdes citogenéticas.



OBIJETIVOS

"A vida esta cheia de desafios que, se aproveitados de forma criativa,
transformam-se em oportunidades."
Maxwell Maltz
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3. OBJETIVOS

e \Verificar se ha variacdo na expressao da survina, caspase-3, Bcl-2, Bcl-6,
Ki-67 e COX-2, em preparagoes citoldgicas de TVT canino plasmocitéides e
linfocitéides;

e Analisar citogeneticamente amostras de sangue periférico e do tecido
tumoral por meio de técnicas de coloragdo convencional e bandeamento C,

a fim de avaliar as alteracbes cariotipicas nos TVTs plasmocitéides e
linfocitéides.



MATERIAL E METODOS

“As dificuldades sao os desafios da vida. Quanto maior a dificuldade,
tanto maior o mérito em supera-lo.”

Provérbio Curdo
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4. MATERIAL E METODOS

4.1. Dados clinicos dos animais
O projeto de pesquisa foi aprovado pela Camara de Etica em
Experimentacdo Animal da Faculdade de Medicina Veterinaria e Zootecnia da
Universidade Estadual Paulista (FMVZ-UNESP), campus Botucatu. Foram
utilizados 30 caes atendidos no Hospital Veterinario da FMVZ-UNESP, Campus de
Botucatu, sem restricdo de sexo, raca ou idade, com diagnéstico citolégico de
tumor venéreo transmissivel. Os tumores foram categorizados, de acordo com

localizagéo anatémica, em genitais e/ou extragenitais (Anexo A).

4.2. Coleta do material tumoral

Confirmado o diagnostico do TVT pela coloracdo de Giemsa, foram
colhidas amostras da lesdo por puncdo sem aspiracdo ou por esfoliacdo para
confeccado de preparados citoldgicos, utilizados posteriormente para a avaliacao
da morfologia celular (cé€lula com aspecto plasmocitéide ou linfocitdide). Foram
utilizadas seringas descartaveis de 10mL, agulhas descartaveis de 22G e/ou
escova ginecolégica. No local, foi realizada a puncao ou esfoliacdo da massa € o
conteudo da agulha foi colocado sobre laminas histolégicas com uma das
extremidades fosca para a identificacdo, procedendo-se imediatamente a
extensdo do material (COWEL e TYLER, 1989). As laminas foram secas em
temperatura ambiente, fixadas em metanol e coradas pelo método de Giemsa
para a avaliagdo citomorfoldgica.

Um segundo aspirado foi realizado, suspendendo-se as células em 1,5mL
de PBS livre de Ca++ e Mg++ gelado armazenado em tubos de polipropileno tipo
“eppendorf’. Esta suspensdo de células foi utilizada para a confeccdo de 12
laminas, com auxilio de citocentrifuga, com velocidade entre 550 e 600 rpm,
durante trés minutos. As laminas histolégicas com o botdo de células
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centrifugadas foram entdo armazenadas em etanol 95% para realizagdo das
técnicas de imunocitoquimica.

Um terceiro aspirado foi realizado, desta vez suspendendo-se as células
em 4,5 mL de meio de cultura RPMI 1640 armazenados em tubos de polipropileno
tipo “Falcon”. Esta suspenséo de células foi encaminhada para o Laboratério de
Citogenética Animal do Departamento de Genética do Instituto de Biociéncias da
Unesp - Campus de Botucatu, Sao Paulo, e utilizada para o processamento para
andlise citogenética.

4.3. Coleta de sangue periférico
Foram coletadas amostras de 3 a 5 mL de sangue periférico de cada
animal, em seringas descartaveis previamente heparinizadas (Liquemine® -
Laboratério Roche) para realizagdo do cultivo de linfocitos segundo técnica
descrita por Moorhead et al. (1960), com modifica¢des, para verificacao do padrao

cariotipico normal da espécie.

4.4. Avaliacao citomorfologica
As preparagdes citoldégicas coradas pelo Giemsa foram submetidas a
avaliacdo da morfologia celular (célula com aspecto plasmocitdide ou linfocitoide),
em microscopia optica (Carl Zeiss Jenamed 2), para categorizacao morfoldgica, de
acordo com as caracteristicas do tipo celular predominante, da seguinte forma:

e TVTs plasmocitdides: predominio de 60% ou mais de células de TVT com

morfologia ovoide, citoplasma abundante e nucleo localizado
excentricamente;

e TVTs linfocitéides: predominio de 60% ou mais de células de TVT com

morfologia arredondada, citoplasma escasso e nucleo redondo e central.

Os esfregacos corados pelo Giemsa foram avaliados inicialmente com
objetiva de 10x para verificacdo da celularidade da amostra, padrdao de coloracéo
e distribuicdo das células. A seguir, procedeu-se a observacdo em aumentos

progressivos de 250x e 400x para o detalhamento das caracteristicas celulares e
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contagem de células. Apds a varredura inicial, as areas com melhor padrdo de
distribuicao celular e coloragdo foram analisadas em 400x, sendo contados em
cada lamina no minimo dez campos aleatérios ndo sobrepostos para a obtencao
da classificagao do tipo celular predominante. A analise citomorfol6gica detalhada
foi feita com auxilio de uma ocular reticulada (grade de integracao 100/25, com
25mm? de &rea), que delimitava o campo de contagem celular. Foram contadas
100 células de cada amostra; as células selecionadas foram categorizadas de

acordo com a morfologia em linfocitéides ou plasmocitoides.

4.5. Avaliagao imunocitoquimica

Com os preparados citolégicos fixados em alcool etilico 95% foi realizada
coloracdo imunocitoquimica com os anticorpos: survivina  (clone 5E8 — Hu),
caspase-3' (clone Asp 175), Bcl-2* (clone bcl-2/100/D5 e clone 124), Bel-6% (clone
PG-B6p), Ki-67" (clone MIB-1) e COX-2'T (clone CX-294).

A técnica de imunocitoquimica seguiu o protocolo do Laboratério de
Imunoistoquimica do Servico de Patologia da FMVZ — UNESP - Botucatu,
conforme descrito abaixo e na Tabela 1.

Para os anticorpos caspase-3, Bcl-2 (clone bcl-2/100/D5), Ki-67 e COX-2,
apos a retirada dos preparados citologicos do alcool etilico 95%, as laminas foram
hidratadas em H,O destilada com quatro banhos e realizada a recuperagéao
antigénica pelo calor, que tem como objetivo a liberagcdo dos epitopos antigénicos
do tecido. Para tal, as laminas foram colocadas em uma cuba de vidro e
submersas em solucéo pré-aquecida de citrato 10mM, pH 6,0, por 30 minutos em
banho-maria a 92,6°C. Para os anticorpos survivina, Bcl-2 (clone 124) e Bcl-6 ndo
foi realizada recuperacao antigénica.

) Anticorpo monoclonal de camundongo; Anti-survivin Ab-3 - Clone 5E8 — Hu; Labvision, céd. MS-1203-P.

¥ Anticorpo policlonal de coelho; Caspase-3 clivada — Asp175; Cell Signaling Technology, cod. 9661.

* Anticorpo monoclonal de camundongo; Oncoproteina humana Bcl-2 — clone bcl-2/100/D5; is6topo 1gGs.
Novocastra Laboratories, c6d. NCL-bcl-2 / Anticorpo monoclonal de camundongo; Oncoproteina humana Bcl-2
— clone 124, isétopo IgG1, kappa. DakoCytomation, céd. M0887.

§ Anticorpo monoclonal de camundongo; Bcl-6 Anti-humana — clone PG-B6p; is6topo 1gGi, kappa.
DakoCytomation, céd. M7211.

Anticorpo monoclonal de camundongo; Ki-67 Anti-humana — clone MIB-1; is6topo 1gGi, kappa.
DakoCytomation, céd. M7240.

" Anticorpo monoclonal de camundongo; COX-2 Anti-humana — clone CX-294; is6topo IgGi, kappa.
DakoCytomation, céd. M 3617.
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Posteriormente, os preparados citolégicos foram retirados do banho-maria
e colocados em temperatura ambiente por 20 minutos, para o resfriamento do
material. Seguiu-se com dez lavagens em agua destilada e realizou-se o bloqueio
da peroxidase endégena com agua oxigenada 10 volumes, deixando as laminas
imersas por 20 minutos. Em seguida, o material foi lavado em &agua destilada e
posteriormente submerso em solugao tampao de TRIS HCI pH 7,4 (Trizma base,
Sigma, T1503; NaOH P.A. Merck, 106404.1000).

Para o anticorpo Bcl-2 (clone bcl-2/100/D5), o bloqueio da peroxidase
endogena foi realizado com uma solugao de 8mL de H,O, misturado em 92mL de
metanol.

As laminas foram entdo secas com papel filtro, a area com o material foi
delimitada com caneta (DakoCytomation Pen) e transferidas para uma bandeja
com tampa, tendo-se sempre o cuidado de manté-las umedecidas com tampao
TRIS, para incubagcdo com os anticorpos primarios em camara umida por 18 horas
(“overnight”) a 4°C.

Apo6s o periodo de 18 horas, as laminas foram lavadas em TRIS (dois
banhos de cinco minutos cada) e retirou-se 0 excesso, para iniciar a proxima
etapa. Para incubacao do anticorpo secundario nas marcacdes com 0s anticorpos
caspase-3, Ki-67 e COX-2 foi utilizado o Kit EnVision® (DakoCytomation EnVision
Dual Link System Peroxidase - K4061) durante 1 hora em camara Umida a
temperatura ambiente, para os anticorpos survivina e Bcl-2 foi utilizado o LSAB
(DakoCytomation LSAB System).

As laminas foram lavadas em solugao tampao de TRIS. Para a revelacao
da reacdo foi empregada solugdo cromogena de DAB liquido (Liquid Dab
Substrate Cromogen System - K3468), seguindo as recomendacgdes do fabricante,
por cinco minutos em temperatura ambiente, em camara Umida e escura. O
material foi lavado com TRIS e em cinco banhos de agua destilada, para
interrupcao da reacao.

As laminas foram contra-coradas com Hematoxilina de Harris por 3

minutos, lavadas em agua corrente por dez minutos e desidratadas. A etapa de
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desidratacao consistiu em uma passagem em alcool 85°, uma em &lcool 959, trés
em alcool absoluto e trés em xilol, cada etapa durando trés minutos.

Em seguida, as laminas foram montadas com resina sintética (Permount —
Fischer Scientific — SP 15-500) e laminulas e levadas ao microscopio para
avaliacdo da imunomarcacao.

Nas baterias de imunocitoquimica foi processada uma lamina de controle
negativo, onde foi suprimido o anticorpo primario na incubagéao e substituido por
imunoglobulinas de camundongo (para os anticorpos monoclonais) e coelho (para
0s anticorpos policlonais).

As andlises imunocitoquimicas foram realizadas avaliando o percentual
de células marcadas em 200 células neoplasicas, em aumento de 400x com o
auxilio do programa de andlise de imagens (QWin v3.0 Leica) e uma camera
digital (Leica DFC) acoplada a um microscopio (Leica DMLD). Para tanto, foram
capturadas imagens de campos aleatérios e ndo contiguos. As avaliacées foram
feitas como descrito a seguir.

Para avaliagdo do percentual de positividade foram contadas 200 células
de TVT consecutivas, independente da imunomarcacao positiva ou negativa, no
aumento de 400x, iniciando-se a contagem a partir do canto esquerdo inferior até
o canto direito superior, completando o campo todo, sendo assinaladas as células
que apresentavam reacao positiva e negativa separadamente, bem como
anotados os padrées de marcagdo (nuclear, citoplasmatico, nuclear e
citoplasmatico).
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4.6. Analise citogenética
4.6.1. Obtencao de células metafasicas tumorais

A suspensao celular obtida pela dissociacdo do material ou diretamente
pela puncédo ou esfoliacdo da massa tumoral, mantida em tubo de polipropileno
tipo Falcon contendo 4,5 mL de meio de cultura RPMI 1640 foi centrifugada a
1500 rpm durante 5 minutos. Apoés retirada do sobrenadante, adicionou-se 5mL de
solugdo hipoténica de KCI (0,075M). O material foi incubado por 40 minutos a
38°C e em seguida centrifugado novamente a 1500 rpm por 5 minutos. O material
foi fixado e lavado por varias vezes em solucao fixadora 3:1 de metanol e acido
acético, até o sobrenadante apresentar-se limpido. Ressuspendeu-se o “pelete”
final em 0,5 mL de solucéo fixadora e procedeu-se o preparo das laminas. Trés a
quatro gotas da suspensao obtida foram pingadas sobre lamina histolégica limpa e
mantida em agua destilada gelada. As laminas confeccionadas foram secas a
temperatura ambiente e guardadas em geladeira até o momento da analise

cromossémica.

4.6.2. Obtencao de células metafasicas do sangue periférico - Cultura
de linfécitos

Em um frasco estéril de cultura foram adicionados 4,5mL de meio de
cultura RPMI 1640, 0,5 mL de soro bovino fetal, 0,1 mL de estreptomicina e
penicilina, 0,1mL de fitohemaglutinina e 10 gotas do sangue total. O material foi
incubado a 38,5°C por 96 horas. Meia hora antes de completar 96h, foi adicionado
0,1 mL de colchicina (0,016%).

Ap6s completar as 96 horas de cultivo, o material foi transferido para um
tubo de centrifuga e centrifugado por 5 minutos a 1500rpm. O sobrenadante foi
desprezado e 5mL de solucdo hipoténica de KCI (0,075M) foram adicionados.
Apdés 30 minutos na estufa a 38,5°C, foram adicionadas 3 gotas de fixador
(metanol e acido acético — 3:1) e centrifugado por 5 minutos a 1500 rpm. O
sobrenadante foi desprezado e 5mL de fixador adicionados. Esta ultima etapa foi
repetida até o material ficar transparente. O sedimento foi ressuspendido em
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0,5mL de fixador e pingou-se de 3 a 4 gotas da suspensdo em cada lamina
histologica. As laminas confeccionadas foram secas a temperatura ambiente e

guardadas em geladeira até 0 momento da analise cromossdmica.

4.6.3. Método de analise cromossdmica

A primeira ldmina de cada amostra foi corada com uma solucdo de
Giemsa a 5% em tampao fosfato 0,06M com pH 6,8, durante 2 minutos. Nestas
laminas, ao microscépio de luz, foram procuradas as metafases para o calculo do
namero cromossémico modal, que foram analisadas individualmente em cada
amostra obtida. Nas amostras de sangue periférico foram analisadas 12 células de
cada animal para verificacdo do padrdo cariotipico normal da espécie. Nas
amostras tumorais foram analisadas todas as metafases encontradas.

As demais laminas foram reservadas para analise em bandeamento C e

4.6.3.1. Técnica para formacgao de banda G

Para a formagcdo de banda G, a técnica utilizada foi a de SCHERES
(1972) com modificagdes. Essa técnica consiste no tratamento das laminas com
uma solucgao de tripsina 1:250 (Difco®) 0,01% diluida em tampao fosfato 0,06M pH
6,8, mantida em banho-maria 37°C, por 4 a 10 segundos dependendo da idade da
lamina. O material foi corado com solucdo de Giemsa-tampao fosfato (1:30)
durante 5 minutos e lavado em agua corrente.

Um numero maximo de metafases foi analisado em cada caso, com o
objetivo de verificar a clonalidade das alteracdes cromossGmicas dentro do
mesmo caso.

As metafases foram fotografadas e montadas para possivel identificacéo
das alteracbes cromossOmicas e possiveis marcadores.

4.6.3.2. Técnica para a formacao de banda C
Para a formacao de banda C, a técnica foi a de SUMMER (1972) com
modificacdes. As laminas foram tratadas com uma solucao de HCI 0,2 N por 10 a
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15 minutos a temperatura ambiente e lavadas em &gua destilada; em seguida
foram incubadas em solugcéo de Ba(OH). a 5% a 37°C durante 15 a 30 minutos e
lavadas em agua corrente, mergulhadas em solu¢do de 2 X SSC 60°C por 10 a 20
minutos e novamente lavadas em agua corrente.

O material foi corado com solucao de Giemsa a 37°C diluida em tampao
fosfato 0,01M, pH 6,8, durante 6 minutos e as melhores metafases foram
fotografadas para a identificacdo de possiveis polimorfismos e/ou marcadores

cromossOmicos.

4.7. Anadlise estatistica

Os dados foram analisados pelo programa de analise estatistica Statistica
7 (Stat soft).

Foram utilizados testes ndo paramétricos de correlacdo de Spearman
para correlacionar os marcadores imunocitoquimicos, com nivel de significancia
de 5%.



RESULTADOS E DISCUSSOES

“Antes de vocé desanimar porque fracassou em alguma coisa, pense que
somente alcancga o sucesso quem insiste, apesar de tudo.”
Autor desconhecido
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5. RESULTADOS E DISCUSSOES

5.1. Dados clinicos dos animais

A inclusdo dos pacientes foi condicionada ao consentimento escrito dos
proprietarios, apos o esclarecimento sobre o protocolo experimental.

O grupo experimental foi constituido por 30 animais onde 17 eram
provenientes de Botucatu; os demais eram de cidades vizinhas, como Sao Manuel
Laranjal Paulista, Barra Bonita, Bauru e vérias outras, representando a area de
abrangéncia do Hospital Veterinario da FMVZ-UNESP de Botucatu.

Dos 30 animais estudados, 18 eram machos e 12 eram fémeas, com
idades variando entre um e 14 anos, sendo que 70% dos animais estavam
concentrados na faixa entre dois e seis anos. A distribuicdo dos casos por faixa
etaria esta na Figura 1.

o
1

Numero de casos

w
1

o 7] KN 4T 4
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ldades

FIGURA 1 — Distribuicdo dos casos de tumores venéreos
transmissiveis estudados, por idade.
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Segundo a literatura especializada no assunto, a predisposicdo por sexo
neste tipo de neoplasia € um assunto controverso e ja foi relatado por diversos
autores. Neste trabalho, o numero de machos foi maior que o de fémeas,
concordando com BOSCOS (1988), ROGERS et al. (1998), VARASCHIN et al.
(2001) e BRANDAO et al. (2002). Porém isso ndo pode ser considerado como
predisposicdo sexual uma vez que outros autores (MORALES e GONZALEZ,
1995; SOBRAL et al., 1998; GOLDSCHMIDT e HENDRICK, 2002) relatam que ha
mais diagnésticos em fémeas. Um levantamento feito da casuistica do Hospital
Veterinario da FMVZ-UNESP de Botucatu, abrangendo o periodo de 1994 a 2002
(AMARAL et al., 2004), obteve-se 52% de ocorréncia em machos. Em um outro
levantamento feito no mesmo Hospital Veterinario, entre marco de 2002 e
setembro de 2004, a prevaléncia foi de fémeas (72 animais — 54,54%), seguida
por 60 machos. Essa divergéncia sexual em um mesmo local comprova que a
neoplasia ndo apresenta uma clara predisposicao sexual, 0 que concorda com
CALVERT (1983), COHEN (1985) e DAS e DAS (2000), que assumem que nao ha
predisposi¢cao sexual.

A média de idade dos animais foi semelhante a citada por CALVERT
(1983), MORALEZ e GONZALEZ (1995), ROGERS (1997), ROGERS et al. (1998),
SOBRAL et al. (1998) e DAS e DAS (2000), assim como a distribuicao por faixa
etéria (entre dois e seis anos) a reportada por SOBRAL et al. (1998), que apontam
como idade de maior risco aquela em que 0s animais apresentam maturidade
sexual, ou seja, adultos jovens, entre dois e quatro anos, diminuindo
consideravelmente apds os seis anos de idade. Como o TVT & uma afeccéo
venérea, 0S Novos casos sao esperados numa faixa etaria limitada a atividade
sexual intensa, ou seja, entre trés a cinco anos de idade, com uma ocorréncia
minima em caes com menos de um ano e diminuindo de incidéncia apds os seis
ou sete anos.

Houve um predominio de cdes Sem Racga Definida (23) seguido por
Poodle (3), Cocker Americano (1), Border Collie (1), Fox Paulistinha (1) e Fila
Brasileiro (1). A distribuicao dos casos, por raca, observada no experimento esta
na Tabela 2.
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TABELA 2 - Ragas dos pacientes diagnosticados com tumor venéreo
transmissivel durante o periodo experimental.

RACA NUMERO DE CASOS %
Poodle 3 10,0
Cocker Americano 1 3,3
Border Collie 1 3,3
Fox Paulistinha 1 3,3
Fila Brasileiro 1 3,3
SRD* 23 76,8
TOTAL 30 100

* sem raga definida

Nao foi observada predisposi¢ao racial; a maioria dos animais era Sem
Raca Definida (76,8%), refletindo diretamente o perfil de doenga venérea
associada a animais de vida livre e com pouco controle higiénico-sanitario por
parte dos proprietarios. Esta observagcdo € corroborada por MORALES e
GONZALES (1995) e ROGERS (1997). A variacdo de racas portadoras da
neoplasia, apresentada pelos diversos autores, relaciona-se mais aquelas
predominantes em uma determinada regido do que a uma possivel predisposi¢ao
racial. Embora alguns autores citem a ocorréncia mais freqlente em caes de
grande porte (ROGERS et al., 1998), isso nao foi observado em nossa casuistica,
como de acordo com BRANDAO et al. (2002).

A localizagao preferencial do tumor foi genital (25 casos — 83,4%); sendo
que houve um caso (3,3%) extragenital e, em quatro casos (13,3%), além da
localizacdo genital o TVT também estava presente extragenitalmente (ndédulos
pelo corpo, ocular e anal) (Figura 2).

O aspecto macroscoépico das lesdes variava desde poliposos, aspecto de
couve-flor, avermelhado, lesbes boceladas (lisas) ou vermelho-claras. Havia
tumores fridveis, os quais liberavam fragmentos durante o exame fisico e os
tumores cutdneos eram firmes (Figura 2). Esses achados sdo semelhantes aos
citados pela literatura (TINUCCI-COSTA, 1999; BRANDAO et al., 2002).
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E F
FIGURA 2 - Formas de apresentacao clinica do tumor venéreo transmissivel canino: A. até
D. formas genitais; E. ocular; F. tumores cutaneos multiplos; G. localizacao na
mucosa anal. Observar aspecto de couve-flor (A, D e G) e aspecto bocelado
(B, C eE).
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5.2. Avaliagao citomorfologica

As amostras foram analisadas para determinacdo do padréao
citomorfolégico e subseqlente inclusdo em um dos grupos experimentais,
definidos como Linfocitdéide ou Plasmocitdide (Figura 3), descritos anteriormente.
O padrao plasmocitéide foi o mais freqiente, com 93,34% dos casos, seguido pelo
linfocitéide (6,66%).

Muitos autores ainda utilizam a classificacdo do TVT em atipica e tipica,
porém essa classificacao pode induzir a erro de interpretacdo, uma vez que sabe-
se que ha diferengas na prevaléncia de um determinado tipo celular de acordo
com a regido do pais estudada. Na regidao sudeste o TVT predominante é o
plasmocitdide (AMARAL et al., 2004) e na regiao sul do Brasil ha predominio de
TVT com morfologia linfocitdide (comunicacdo pessoal por GASPAR, 2003 e
CALDERON, 2007). No Servico de Patologia da FMVZ — UNESP — Botucatu, a
prevaléncia é de TVT plasmocitéide; de marco de 2005 a fevereiro de 2008, de
186 TVTs diagnosticados citologicamente, 175 (94,09%) foram classificados como
plasmocitéide e 11 linfocitoides (5,91%). Portanto, o presente trabalho manteve a
propor¢cao de TVTs plasmocitoides e linfocitdides semelhante ao encontrado no
Servigo de Patologia da FMVZ — UNESP — Botucatu.

Uma suposicao feita por nosso grupo de pesquisa, é que os TVTs iniciam-
se como linfocitdides, tornam-se mistos e depois viram plasmocitdides, com o
passar do tempo. Em um trabalho realizado por AMARAL (2005), os casos de TVT
atendidos no HV — UNESP - Botucatu, foram classificados com relacdo a
evolugao clinica em recentes (com até trés semanas de evolugao), estabelecidos
(com trés a oito semanas de evolugdo) ou antigos (com mais de oito semanas) e
verificou-se que os tumores antigos eram os predominantes com 52,5% (86
casos), dos 164 casos estudados. Isso reforca o fato dos tumores encontrados no
presente estudo terem sido a maioria padrédo plasmocitdéide, uma vez que o0s

proprietarios demoram em levar o animal ao atendimento clinico.
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FIGURA 3 - Amostras citolégicas de tumor venéreo transmissivel dos
diferentes tipos citomorfolégicos: A. padrao plasmocitéide
(predominio de células ovdides, citoplasma amplo e nudcleo
excéntrico); B. padrao linfocitéide (predominio de células
redondas, citoplasma escasso e alta relacdo
nucleo:citoplasma). Giemsa, barra: 20um.
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5.3. Avaliagcao imunocitoquimica

As amostras de citocentrifugado mostraram-se mais adequadas que 0s
esfregacos diretos, pois apresentavam menor marcacdo de fundo na
imunocitoquimica.

A utilizagcdo das amostras celulares preparadas por citocentrifugacéo e
fixadas em &lcool mostrou-se adequada para a realizagdo da técnica de
imunocitoquimica. Esta observacao ja fora feita por CANIATTI et al. (1996), que
consideraram a técnica um método pratico, econdmico e acurado para o
diagnéstico e imunofenotipagem do linfoma canino.

Devido ao baixo numero de TVTs com padrao linfocitéide na nossa rotina,
nao foi possivel verificar se ha variacdo na expressao da survivina, da caspase-3,
do Bcl-2, do Bcl-6, do Ki-67 e da COX-2, nos TVTs plasmocitdides e linfocitoides.

Foi realizada estatistica descritiva dos casos analisados pela técnica de
imunocitoquimica. Neste momento considerou-se a marcagdo total de cada
anticorpo (nuclear, citoplasmatica e nuclear e citoplasmatica). Os resultados estao
na tabela 3, a seguir. As discussdes serao realizadas a seguir, conforme cada
anticorpo.

TABELA 3 — Estatistica descritiva dos casos analisados pela técnica de
imunocitoquimica nos pacientes diagnosticados com tumor
venereo transmissivel.

ANTICORPO Ne MEDIA PD fljs: }3) ey ELERE A
Survivina 30 99,56 1,06 96,15 100
Caspase-3 30 3,01 1,72 0,00 6,50
Ki-67 21 15,57 10,29 2,53 42,85
COX-2 30 95,70 14,05 24,50 100

5.3.1. Survivina
A expresséo da survivina foi observada nos 30 casos de TVT estudados
por imunocitoquimica (Figura 4a). A positividade da survivina variou de 96,15 a

100% em 200 células contadas, conforme mostra a tabela 3. Em dois casos, a
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marcagao da survivina foi citoplasmatica e nuclear, nos outros casos a marcagao
foi apenas citoplasmatica.

Em uma revisdo feita em 2005(a), LI et al. relataram que a localizacao
nuclear ou citoplasmatica da survivina e sua correlagdo com progndéstico ainda é
controversa. Alguns autores citam que a localizagao nuclear tem progndstico pior,
ja outros relatam que a expressao nuclear da survivina representa um progndéstico
favoravel. Segundo KNAUER et al. (2007), os tumores com survivina nuclear
teriam melhor progndstico, uma vez que drogas que atuariam nos chamados
sinais de exportacao nuclear e representariam um potencial terapéutico promissor.

UCHIDE et al. (2005) relatam que a survivina tem atraido grande
interesse como um marcador de prognéstico, pois é associado com um fenétipo
mais agressivo, deste modo, esses autores fizeram um clone molecular do cDNA
da survivina e avaliaram a expressdao do mRNA deste gene em uma variedade de
tumores caninos de ocorréncia natural, e verificaram que a superexpressao do
gene da survivina ocorreu em 3 de 18 tumores malignos, mas em nenhum tumor
benigno, concordando com o fato que a superexpressdo da survivina esta
associada a malignidade tumoral nos caes. No presente estudo, dos dois casos
que apresentaram marcacgao citoplasmatica e nuclear, um era na regido anal, e o
outro era peniano, porém neste Ultimo o animal possuia metastases pelo corpo
todo, inclusive ocular.

Alguns autores relatam que a survivina é superexpressa na maioria dos
canceres em seres humanos, mas nao é expressa em tecido normal. A survivina €
associada a um comportamento mais agressivo e menor tempo de vida na maioria
dos tumores. Ela regula a fase G/M do ciclo celular por se associar aos fusos dos
microtubulos mitéticos, e inibe diretamente a atividade da caspase-3 e da
caspase-7 (LI et al., 2004). Em um estudo feito com cancer de mama na mulher,
observou-se correlacao entre a expressao da survivina e da caspase-3 com o grau
histologico do tumor, porém ndo houve correlagdo entre a expressao da survivina
com a caspase-3 (NASSAR et al., 2008). Ja em um estudo feito por DU et al.
(2008), quando comparado a expressao da survivina em carcinomas de células

escamosas em laringe com recorréncia em um ano ou Superior a cinco anos, a
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taxa de expresséo de survivina foi de 92,9% e 21,1%, respectivamente. J4 a da
caspase foi de 50,0% nos primeiros e de 89,5% nos com recorréncia com mais de
5 anos; a taxa de expresséo da survivina e da caspase nos diferentes grupos teve
diferenca significativa (p<0,05).

No presente estudo, a expressado da survivina quando comparada com a
expressao da caspase-3 pelo método de correlagcdo de Pearson e pelo método
nao paramétrico de correlacdo de Spearman com nivel de significancia p<0,05,
também ndo mostrou correlagéo (p=0,06), resultado semelhante a NASSAR et al.
(2008). Porém, foi constatado que o niumero de células marcadas pela caspase-3
foi pequeno, fato esperado frente a intensa marcacao da survivina no presente
estudo.

Na literatura verifica-se escassez de trabalhos relacionando survivina e
neoplasias nos animais, uma vez que os estudos com a survivina em medicina

veterinaria sao recentes. Nao ha nada correlacionando survivina e TVT.

5.3.2. Caspase-3

A marcacéo pelo anticorpo anti-caspase-3 nos 30 casos de TVT foi baixa,
variando de 0 a 6,5% de positividade em 200 células contadas, conforme tabela 3
e figura 4b. Uma observacao interessante é que em 3 casos houve marcagao
nuclear, além da citoplasmatica e, em 11 casos apresentou, além da marcagao
citoplasmatica, células com marcacao nuclear e citoplasmaticas juntas.

Os estudos com o anticorpo anti-caspase-3 em medicina veterinaria séo
recentes, havendo poucos trabalhos com tumores dos animais domésticos e a
imunomarcagdo de caspase-3 clivada e nao havendo nada correlacionando
caspase-3 e o TVT. Por ndo existirem dados na literatura veterinaria sobre a
marcacao pela caspase-3 no TVT, os resultados apresentados foram comparados
aos dados de outras neoplasias nos animais e homens.

Em linfomas caninos, o indice apoptético, avaliado pela caspase-3, nao é
diferente entre os tumores de alto e baixo grau de malignidade, nem entre os
linfomas T e B (SUZANO, 2007). Ja nos tumores de mama em cadelas, DeNARDI
(2007) observou aumento da imunomarcagao para caspase 3 nos carcinomas de
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mama que metastatizaram e nas metastases pulmonares. Nos adenomas,
carcinomas nao metastaticos e nos carcinomas inflamatérios a taxa de apoptose
celular foi baixa e sem diferenga entre esses grupos.

Nos casos de TVT néo foi observada diferengca de marcacédo da caspase-
3 entre os animais que apresentavam metastases e os que possuiam apenas TVT
genital.

Nos homens, neoplasias altamente agressivas possuem uma expressao
citoplasmatica menor de caspase-3 que as neoplasias de grau baixo
(DONOGHUE et al., 1999; DUKERS et al., 2002) e as que apresentam marcagao
puntiforme citoplasmatica tendem a apresentar um progndstico melhor do que as
que apresentam marcacao difusa (DONOGHUE et al., 1999). Nos casos de TVT
aqui estudados, a marcagdo citoplasmatica do anticorpo anti-caspase-3 foi
citoplasmatica difusa e com positividade baixa, 0 que sugere um comportamento
agressivo do TVT.

Em um estudo feito por KONSTANTINIDOU et al. (2007) com
meningiomas intracraniais, uma associacao entre caspase-3 e Bcl-2 deveria ser
esperada, visto que a superexpressao de Bcl-2 inibe o acumulo de citocromo-c e a
ativagdo da caspase-3, bem como o Bcl-2 interage com uma proteina no reticulo
endoplasmatico, inibindo a ativagdo da caspase-3. Por outro lado, os autores
relatam que a caspase-3 é capaz de modular a fungdo do Bcl-2 clivando-a em
uma forma truncada pequena que, ao contrario da forma longa que € anti-
apoptética, torna-la-ia pro-apoptética. A complexidade dessas interagdes poderia
ser responsavel pela auséncia de qualquer associacao clara entre caspase-3 e
Bcl-2 e os achados desses autores estarem de acordo com outros da literatura
que relatam que ndo ha associacéo entre a atividade da caspase-3 e a expressao
do Bcl-2 sugerindo que o controle da apoptose em tumores do sistema nervoso
central envolvem outros genes que nédo o Bcl-2, p53 e c-myc.

No presente estudo, ndo foi possivel estabelecer a correlagdo entre a
caspase-3 e o Bcl-2, devido a ndo marcacao do Bcl-2, conforme descrito a seguir.
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5.3.3. Bcl-2

De acordo com YANG et al. (2006), a proteina Bcl-2 se expressa em
tumores benignos e malignos de mama de cadela, sem diferenca estatistica entre
eles e ndo se relaciona com a imunomarcagao de receptores de estrégeno. Ja a
reatividade para o Ki-67 € maior nos tumores malignos e correlaciona-se com 0s
indices de receptores de estrégenos presentes na neoplasia.

Nos tumores linféides de felinos, ndo houve diferenga entre o tempo de
sobrevida nos tumores com maior ou menor imunomarcagdo de Bcl-2, mas os
tumores de baixo grau apresentaram maiores indices de células positivas para
Bcl-2 do que os de alto grau. O contrario ocorreu com o percentual de células em
proliferagédo, que foi maior nos linfomas de alto grau (DANK et al., 2002).

No presente estudo, o TVT ndo expressou Bcl-2 em nenhuma das duas
tentativas de imunomarcagao, talvez seja por ainda nao estar bem estabelecida a
padronizagao deste anticorpo em amostras citolégicas.

5.3.4. Bcl-6

Ha décadas, o TVT foi confundido com diversas neoplasias, entre elas, o
linfoma, devido a sua semelhanca morfolégica com essas células (COHEN, 1985;
ROGERS, 1997). Atualmente a origem da célula ainda € controversa. Em vista
disso, optou-se no presente trabalho por empregar a marcacdo do Bcl-6, no
sentido de averiguar qualquer relacdo do TVT com uma célula de origem linf6ide
bem como seu grau de agressividade nas diferentes morfologias, plasmocitdide e
linfocitéide, visto que este tem como finalidade identificar células linféides.

O fato do TVT nao ter expressado Bcl-6 na tentativa realizada, pode
indicar a possibilidade desse anticorpo n&o estar padronizado para reagdes em
tecidos animais. Nao ha, na literatura consultada, nenhum trabalho

correlacionando Bcl-6 com neoplasias nos animais, nem tampouco em TVT.
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5.3.5. Ki-67

Dos 30 casos de TVT em que foi realizada a marcacao pelo Ki-67, em 21
foi possivel a contagem de células, uma vez que nos outros 9 casos a marcacao
imunocitoquimica nao ocorreu (Figura 5a). Isso se deve, provavelmente, ao fato
deste anticorpo nao reagir em tecidos fixados por muito tempo (tempo de fixacéo
ideal seria 24 horas), podendo nao ser Gtil na avaliagao da taxa de proliferacdo em
material que n&o foram tomados tais cuidados (comunicagdo pessoal por
AMORIM, 2008).

No presente estudo, houve uma média de positividade para o Ki-67 (clone
MIB-1) de 15,57 %, assemelhando-se aos resultados relatados por GREATTI et al.
(2004), que encontraram média de 10,8% nos esfregacgos citolégicos de TVT.

STUART-HARRIS et al. (2008) realizaram uma meta-analise sistematica
que envolveu 85 trabalhos de revisdo abrangendo 32.825 pacientes com céancer
de mama, comparando marcadores de proliferacao (Ki-67, indice mitético (Ml) e
PCNA) com o tempo de sobrevida em pacientes com céncer. Os autores puderam
perceber que a expressado do Ki-67 (MIB-1), do Ml e do PCNA s&o associados
com tempos de sobrevidas menores. Os autores relataram também que néo foi
possivel neste estudo identificar qual desses marcadores € 0 mais importante,
entretanto relatam que esses marcadores de proliferagcdo provém informacgdes
progndsticas adicionais. No presente estudo, nao foi possivel fazer a correlacao
entre expressao do Ki-67 (clone MIB-1) com duragao do tratamento devido a falta
de dados na maioria das fichas clinicas e abandono do tratamento por muitos
proprietarios.

Em 2006, YANG et al. verificaram que os indices do Ki-67 para tumores
mamarios malignos em mulheres eram significativamente maiores que dos
tumores benignos ou das hiperplasias. Estes achados foram consistentes com os
resultados de estudos prévios com tumores mamarios caninos (LOHR et al., 1997;
SARLI et al., 2002). A marcagao imunoistoquimica para o anticorpo Ki-67 pode ser

um procedimento confidvel na avaliacdo da malignidade dos tumores mamarios
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caninos. Tumores malignos possuem um indice de Ki-67 maior que os dos
tumores benignos (YANG et al., 2006).

Quando analisada a marcagdo com Ki-67 para proliferacdo celular, ndo
notou-se diferencas nos indices de proliferacdo entre os TVTs plasmocitéides e
linfocitoides. Geralmente neoplasias de baixo grau, que seriam aqui representadas
pelos TVTs linfocitéides, possuem indices de proliferacdo menor (WANG et al.,
2005; SUZANO, 2007).

6.3.6. COX-2

Estudos sugerem que a PGE. inibe a apoptose pela inducdo da
expressdo do proto-oncogene Bcl-2 (PRESCOTT e FITZPATRICK, 2000). Isso
nao foi possivel observar no presente estudo devido a ndo marcagéao do Bcl-2 em
nossas amostras.

Em mastocitomas cutaneos caninos, a expressao de COX-2, utilizando-se
anticorpo priméario policlonal, foi maior nos tumores grau lll, seguidos pelo grau Il e
I, porém em todos os graus de diferenciacao histolégica, a imunomarcacéo foi
superior a 50% e de intensidade semelhante (CALDERON, 2005).

Nos tumores mamarios de cadelas, a expressdo de COX-2 foi diferente
entre os tumores benignos e malignos e entre os carcinomas metastaticos e nao
metastaticos, sendo maior neste Udltimo grupo, o que confere a esta
imunomarcagcao um potencial preditivo de possibilidade de metastase (DORE et
al., 2003; DeNARDI et al., 2005).

Os 30 casos de TVT analisados neste estudo apresentaram expressao de
COX-2 (Figura 5b). Os valores variaram de 90,66 a 100% de positividade em 200
células contadas, exceto por um caso que apresentou 24,50% de positividade.
Desta forma, ndo ha diferenca entre os tumores menos agressivos e mais
agressivos. A correlagdo entre tumores metastaticos e ndo metastaticos néo foi
realizada nesse estudo, uma vez que nos casos onde o tumor apresentava
metastase, coletou-se material apenas das massas primarias.

Em um estudo, piroxicam foi dado para caes com tumores de ocorréncia
natural e respostas parciais foram obtidas (KNAPP et al., 1992). Devido a alta
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expressao de COX-2 nos casos de TVT aqui estudados, sugere-se que nos casos
mais resistentes ao tratamento com vincristina, possa-se associar inibidores de
COX-2 ao tratamento.

Quando realizado o teste ndo paramétrico de correlacdo de Spearman,
com nivel de significancia (p<0,05), quando comparado a expressao da COX-2
com a caspase-3 total houve correlagao significante (p= -0,20).

Comparando a expressao da COX-2 com o Ki-67, também houve
correlagao significante (p= -0,01). Isso é devido ao fato que quando ha alta
expressao de COX-2, ha diminuicdo da apotose, e um aumento da proliferagao
celular, o que foi observada pela baixa taxa de positividade para caspase-3 nos
TVTs e média positividade para Ki-67. Porém, quando correlacionado COX-2 com
survivina, ndao houve diferenca significativa (p= 0,16). Sugere-se que a alta
expressao da COX-2 é devida a sua agao na promog¢ao da angiogénese, uma vez
que os TVTs sao altamente irrigados e hemorragicos.

Uma observacéao feita durante as analises das laminas de TVT, é que a
distribuicdo da marcacdo da COX-2 era, na maioria dos casos, como “dots”
perinucleares. Nao ha na literatura consultada nenhuma descricdo desse tipo de
marcacao em outras neoplasias, deste modo seria interessante a investigacao se
esta marcacao esta relacionada com o grau de agressividade tumoral, ou ndo ha
nenhuma influéncia, uma vez que nos casos da caspase-3, o tipo de marcagéao

também se torna util (Figura 5b).
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FIGURA 4 — Marcagao pelos anticorpos em amostras citolégicas de tumor venéreo transmissivel
(TVT) canino: A. anticorpo monoclonal anti-survivina; B. anticorpo policlonal anti-
caspase-3; células com marcagédo citoplasmatica (setas). Cromdgeno DAB, contra-
coloragédo hematoxilina de Harris; barra: 20pum.
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FIGURA 5 — Marcagao pelos anticorpos em amostras citolégicas de tumor venéreo transmissivel
(TVT) canino: A. anticorpo monoclonal Ki-67 (clone Mib-1); células com marcagao
nuclear (setas); B. anticorpo monoclonal anti-COX-2; observar marcagéo ao redor do
nucleo (setas). Cromégeno DAB, contra-coloragdo hematoxilina de Harris; barra: 20pum.
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5.4. Analise citogenética

5.4.1. Sangue periférico — cultura de linfocitos

O cariétipo do cdo doméstico (Canis familiaris) € amplamente aceito como
um dos cari6tipos de mamiferos mais dificeis de trabalhar (BREEN et al., 1999). O
alto numero de cromossomos diploides e suas similaridades morfoldgicas causam
dificuldades em distinguir os autossomos menores. Pelo uso do bandeamento G,
apenas o0s 21 autossomos maiores e 0S Ccromossomos sexuais foram
padronizados internacionalmente e estabelecidos em um cariétipo padrao
(SWITONSKI et al., 1996; BREEN et al, 1999; YANG et al., 2000). Os 17
autossomos remanescentes ndao podem ser identificados apenas por padrdes de
bandeamento, e 0 uso de marcadores moleculares é necessario para distingui-los
(GRAPHODATSKY et al., 2000).

Nas laminas de sangue periférico coletadas durante este experimento,
coradas com solucdo de Giemsa, observou-se que as células apresentaram o
namero de cromossomos dipldide normal (2n=78). Todos 0S Cromossomos
apresentaram morfologia normal, ou seja, os autossomos acrocéntricos e 0s
sexuais submetacéntricos, sendo o cromossomo X de maior tamanho, conforme
relatos anteriores (AWA et al., 1959; MURRAY et al., 1969) (Figura 6a).

De acordo com MANOLACHE et al. (1976), PATHAK e WURTER-HILL
(1977) e PATHAK et al. (1982), em metafases obtidas a partir de sangue periférico
de caes coradas para bandeamento-C, nas regides centroméricas dos autosomos
ha uma quantidade de heterocromatina constitutiva que varia de moderada a
quase indetectavel. Isso também foi observado no presente estudo, conforme
Figura 6b. O cromossomo X possui banda-C positiva na regiao centromérica e na
primeira metade proximal do brago longo e o cromossomo Y apresenta brago
longo corado intensamente. Segundo HATANAKA et al. (1996), as bandas-C
positivas mais evidentes encontram-se nos centrobmeros de sete a oito pares de
autossomos sendo também observadas outras bandas positivas mais claras nos

centrdmeros de outros cromossomos no cariétipo do cao doméstico. Portanto,
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variagbes no padrdo de coloracdo das regides heterocromaticas foram ja
descritas.

5.4.2. Células tumorais

Dos 30 casos de TVT coletados neste estudo, em apenas 11 amostras foi
possivel a andlise citogenética das células tumorais (Anexo B). No total de 115
metafases analisadas em solugdo convencional de Giemsa, observou-se que 0
namero dipléide nas células tumorais mostrou grande desvio em relacdo ao
namero cromossdmico normal para a espécie. Encontrou-se em 74,78% das
células analisadas 56 a 58 cromossomos, sendo que estes apresentavam, em
média, 17 cromossomos de morfologia metacéntrica ou submetacéntrica (Figura
7), concordando com os achados de KAKPAKOVA et al. (1968) e RICHARDSON
et al. (1987).

A partir da andlise das metafases obtidas de amostras de sangue
periférico de animais portadores de TVT bem como das amostras tumorais,
constatou-se que as alteracbes encontradas no cariétipo limitam-se as aquelas
oriundas do proprio tumor. A similaridade dos cari6tipos nos TVTs caninos nos
diferentes paises indica a estabilidade das alteragbes cromossémicas nestas
células.

Como o numero de TVTs linfocitoides foi pequeno, nédo foi possivel
observar se ha diferenca na analise citogenética entre estes tumores. Devido a
literatura citar, na maioria das vezes, a morfologia tipica dos tumores como sendo
semelhante a da linfocitdéide e, como os achados neste estudo sdo semelhantes
com os citados na literatura (no qual houve predominio do padrao plasmocitéide),
talvez ndo haja diferenca cromossémica entre os dois tipos celulares de TVT, bem
como ndo se conseguiu investigar se ha diferengas entre o TVT encontrado em
machos, dos TVTs encontrados nas fémeas.

Nas laminas de TVT coradas para bandeamento C, observou-se que em
algumas metafases o brago maior do segundo cromossomo submetacéntrico
apresentou banda-C positiva, concordando com OSHIMURA et al. (1973) (Figura

7b). Porém em outras metafases do mesmo caso, a marcagcao aparecia no brago
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longo do quarto cromossomo. Segundo RICHARDSON et al. (1987), as células de
TVT apresentavam bandas C-positivas na maioria dos cromossomos, com uma
preferéncia marcante as regides centroméricas, o que ndo foi observado nos
casos de TVT aqui estudados.

Sugere-se que fusdes céntricas dos elementos acrocéntricos contribuiram
no aumento numérico de elementos metacéntricos observados nas células do
TVT, bem como houve rearranjos, como observado anteriormente por ADAMS et
al. (1968); COHEN (1978), VERMOQOTEN (1987) e ROGERS (1997).

HAHN (1998) relata que os rearranjos ocorridos nas células de TVT
devem ser do tipo balanceado, ou seja, ndo ha nem perda nem ganho de material
genético e estes incluiriam translocacdes reciprocas e fusbes céntricas. E
proposto por MAKINO et al. (1963) (apud RICHARDSON et al., 1987) um tipo de
fusdo Robertsoniana que envolve fusdo equivalente entre os elementos
acrocéntricos envolvendo quebra nos centrébmeros e originando elementos
metacéntricos.

Ha poucas informagdes disponiveis na literatura a respeito do cariétipo
com bandeamento C e G nas células normais de cdo, bem como em células
tumorais. Estudos citogenéticos de canceres nos caes ndo estao tdo avancados
como nos canceres nos homens, devido problemas com a identificacdo de todos
0s cromossomos pelas técnicas de bandeamento classicas (SWITONSKI et al.,
2004). SWITONSKI et al. (2004) relataram que ha duas estratégias principais para
0 mapeamento citogenético: a hibridizacdo in situ fluorescente (FISH) e a
hibridizacdo da célula somatica, e que a técnica do FISH tem um papel maior na
identificacdo dos locus de interesse.

JANCARKOVA et al. (2008) realizaram testes genéticos em cancer de
ovario nas mulheres, por meio de métodos convencionais (cultura direta e
bandamento G) e métodos moleculares como FISH com sondas de cromossomo
inteiro e hibridizagdo gendémica comparativa (CGH). Estes autores observaram
que a eficiéncia da cariotipagem empregando os métodos de analise convencional
foi baixa, bem como utilizando a técnica de FISH. O método que se mostrou mais
indicado foi o CGH. Também verificaram que pacientes com tumores contendo
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menos de sete aberragdes possuiam maior tempo de sobrevida apresentando
melhor resposta terapéutica. O estudo mostrou que tumores com amplificacdes
dos seguintes bragos cromossémicos 1p, 10p, 20q e delegdo 5q tém maior risco
de recorréncia; ou seja, encontraram-se associacdes entre fatores prognosticos
bem como entre 0 nimero de aberragdes nas células tumorais e prognéstico. Os
autores concluiram que o numero de aberragdes nas células de cancer ovariano
parecem ser um importante marcador prognostico, especialmente quando
associado com idades jovens.

O que foi observado por SWITONSKI et al. (2004) e JANCARKOVA et al.
(2008) nos permite dizer que, o uso de técnicas moleculares no TVT pode auxiliar
a dizer se ha diferenciagdo genética entre o tipo plasmocitéide e linfocitéide bem
como predizer o numero de aplicagdes de quimioterapicos necessarios para a
remissao do TVT. Segundo GASPAR (2005), o numero de aplicagdes varia de
acordo com o tipo celular do TVT e que, quanto maior o numero de atipias
celulares, maior o nimero de aplicagdes e segundo JANCARKOVA et al. (2008)

tumores com menos aberragdes teriam uma melhor resposta terapéutica.
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FIGURA 6 - Fotomicrografia de metafases representativas - sangue periférico de cao
normal: A. Coloracdo convencional (Giemsa); B. Banda C — observar
regides centroméricas coradas para o bandeamento C (setas).
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FIGURA 7 - Fotomicrografia de metafases representativas - amostra de
TVT: A. Coloracdo convencional (Giemsa); B. Banda C, a
seta mostra a positividade do bandeamento-C no braco
maior do segundo cromossomo submetacéntrico.



CONCLUSOES

“A felicidade ndo esta no fim da jornada, e sim em cada curva do caminho
que percorremos para encontra-la.”
Autor Desconhecido
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6. CONCLUSOES

- A prevaléncia no Servico de Patologia da FMVZ — UNESP — Botucatu do
diagndstico citopatologico de TVT é o de aspecto plasmocitéide. Estes achados
indicam diagnéstico tardio, sendo que durante o periodo de evolugdo ocorrem
alteracdes na morfologia da célula tumoral, na fase de implantacao, linfocitdide e
posteriormente plasmocitéide;

- As células do TVT expressaram survivina, caspase-3, Ki-67 e COX-2.
Por outro lado, nao expressaram Bcl-2 e nem Bcl-6.

- A correlacao estatistica entre imunofenotipagem positiva e a morfologia
celular do tumor foi prejudicada devido a quantidade inferior de casos de
diagndsticos de TVT de padrao linfocitdide em relagcdo ao plasmocitdide, tal como
visto em pesquisas anteriores realizadas pelo grupo;

- O bandeamento C e a coloracédo convencional dos cromossomos foram
realizados nas células de TVT, néo foi possivel observar diferenca estatistica na
andlise citogenética entre as diferentes morfologias do TVT devido a escassez de

casos com diagnosticos de TVT linfocitoide em relagdo ao plasmocitéide.



PERSPECTIVAS

"Ninguém deve se envergonhar por descobrir ter estado errado a vida inteira; isso
significa que a pessoa esta mais madura e mais inteligente hoje do que ontem."
Jonathan Swift
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7. PERSPECTIVAS

- Tentar associar o aspecto macroscopico com a classificacao
citomorfol6gica do TVT, bem como com a duracéo e tipo do tratamento, alteragdes
cromossOmicas, tamanho celular e imunofenotipagens.

- Buscar compreender as alteragGes cariotipicas do TVT, utilizando

ferramentas moleculares mais recentes.
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ANEXOS

"Ainda que sejamos inabeis ao falar, se as nossas palavras forem ditas
com amor, terdo o poder de mover as pessoas."
Mokiti Okada



0L

‘owse|d [euibeA essew el 4 ads [enuepy oes L0/0L/1E | £0/218 | ¥68°GYL | OF
‘owse|d snue @ mc_mm> woe essewl eg 4 ads nieonjog “u “u 700 62
"owse|d orondaid was essew ey N 8|pood nieanjog L00z/6/22 | Lo/6eL | 2226y | 82
‘owse|d ouejuad oging we ojNpou eg N ads nieanjog £002/6/02 | L0/52L | o9rart | 22
"owse|d JeAINA Jown} eg 4 ads 1811 op ndenb| | £002/6/}} | L0/869 | 26¥vt | 92
‘owse|d oueluad oq|nqg op oelbal [9ABLY BSSBW eg N ads njeonjog £002/6/ | 20/189 | £98 Vv | &2
‘owse|d | (sosueind sO|NPoU SoLEA Wa}) siugd We essew ey N ads ebuiunedey) £002/8/k2 | £0/8€9 | 919 ¥¥1 ve
"owse|d opue|b - essew eyl N ads nieonjog ,002/8/02 | 20/829 | ogvvvL | €2
"owse|d siugd - 8seq - I0[}-8AN0D - BSSBW eg N ads n1eonjog £002/8/S) | £0/919 | 8svvvL | g2
"owse|d siugd - epueg|b - 10]-8AN0D ESSBW €9 N 8|p00d ebuney 2002/8/7 ) | L0/%19 | 2Ly vy [k
‘owseld | ¢eeaproal - (oaueind g1 wal) siugd oelbal essew eg N ads 2002/L/Ly | Lo/2vs | ssyovh | 02
"owseld oronda.d oglbes essew ey N ads nieanjog £002/2/Ly | Lo/6€S | 60 vYL | 61
"owse|d |leue ogiba. essew 29 4 ads alejog £002/L/2v | Lo/eis | sssevt | 8
"owsel|d [leuibeA essew w9 eg 4 lise.q e|l4 nieonjog £002/2/S | £0/81S | 868°E€vt | LI
"ojun [euibBA OY[BOSSE Wd esseuw ey0 4 ‘|ned xo4 Seyouo) £002/9/2} | Lo/6vy | 98vevt | 91
‘owse|d (e0IBINUIO Bd8d) Siugd we ojnpou €9 N ads njeonjog £002/9/v | Lomvey | vieevt | Gi
"owse|d [leuiben essew e/ 4 ads njeonjog £002/5/G2 | poudesr | zGzevt | v
"owse|d BAINA W8 BSSBW ey 4 ads BUBLIONIA L002/5/22 | Lo/2ty | ssrevt | €l
‘owseld leuibeA ojnpou ey 4 "D Jeplog nineg £002/S/9} | L0/26€ | 080°EvL | 2}
‘owseld BAINA WS 0O|NPYU worez [ 4 a|pood eisiined |eluese | £002/5/St | 20/16€ | 090°EV L HE
"owse|d e/ N ads ,002/¥/ve | Lo/62E | ¥S2evL | OF
"ojur [euibeA oyjeosse esseuw wg eg 4 ads n1eonjog L00z/v/€2 | Lo0/02E | vEv el 6
‘owse|d euibena - ojuswbel ey 4 ads njeonjog £002/v/81 | "poidas | L19gyI 8
‘owse|d | 0di02 0 0po} SO8UBIND SONPOU - slugd Wa BsSew eg N ads nieanjog £002/¥/2 | 20/¥92 | S8y Ov .
‘owse|d siugd Wwa awn|oA 8p oluswNy ez N ads nieonjog L00z/€/6) | Lo/sie | 9Lk2p) 9
"owse|d siugd op 8seq we essew wg ez W | Jewy Jex00) njeanjog L00z2/e/€2 | Lo/ee2 | €22t G
‘owseld siugd Wae BpeISOIN BSSBW eg N ads £002/L/9) | L0/2y | 6V L 1YL v
"owseld ouejuad ogng wse essew ezl N ads nieanjog 90/2H/SE | 90/128 | 622701} 3
‘owsel|d siugd op oq|nq Wa essew eg N ads nieonjog G0/2HZL | so/c68 | 998 vEl 2
‘owse|d siugd e/ W ads ejiuog eieg G00z/2H/6 | Go/688 | €8 vEl b
‘|OJIOIN omme__NOOJ opep| (o) 133 wwwm_ apepld eleq sU OMID 5y ose)
soxouy ‘S “VATIS INVSSVE




SISBJRIOW G| WO JYOIA(LL — SOWOSSOWOId §/ WO INIues

i L - v 1 9 | s | € 1 - |- 62
SasejeIoW 9() WO YOJAL — SOWOSSOWOId §/ WO InJues
S I — [ v [ - [ - [ - T — 1 - 8
SaseJeIoW G() WO YOIALL — SOWOSSOWOID §/ WO InJues
i S R S A T R |- LT
SAsBJRIOW € WO YOI (LL — SOWOSSOWOID §/ WO an3ues
- - 1 - ¢ | 6 | - | ot [ 1 | 9 - | (1os 97
SaseJeIoW 7() WO YOIA(L — SOWOSSOWOID §/ WO InJues
G I N N S I S - 5
SaseJeIoW G WO YOIA(LL — SOWOSSOWOId §/ WO InJues
i - - oot | e [ v | 1 i v
saseypIou ()7 Wod YONN.L
- | T | ¢ e | v [ 9o | 1 I - | = - - - €7
SASBJEIOW ¢T WOd YONNLL
- ! - 1 - 1 s [ & [ o [ - [ - 1 - i s 61
saseypIou £() Wod YONN.L
- ! - - - { - [ v { - 1 - [ - ! - | 1 81
SaseypIoUI | [ Wod YONN.L
S I N 2 O E L
SasejeIoW 9 WO YOIJA(L — SOWOSSOWOId §/ WO InJues
I - - - - - 9 I ¥ - ¥ - Il
ose)
9 19 09 6S 8S LS 95 SS bs €S s IS | somossomomn
JU

" L/\L 8P SOSED SOU Sepes||eue Sasejelall @ SOWO0SSOWO40 ap 0J8WNN — g OXIANY

[L SoXouy

‘S VATISTINVSSVI




ARTIGO CIENTIFICO

“Nao se mede o valor de um homem pelas suas roupas ou pelos bens
que possui. O verdadeiro valor do homem é o seu carater,
pensamentos e a nobreza de seus ideais”.

Charles Spencer Chaplin



BASSANI-SILVA, S. Artigo cientifico 13

TRABALHO ENVIADO PARA PUBLICACAO NA REVISTA:
“JOURNAL OF APPLIED GENETICS”

CYTOGENETIC STUDIES ON NATURAL TRANSMISSIBLE VENEREAL
TUMOUR IN DOGS (Canis familiaris)

RUNNING TITLE: Canine transmissible venereal tumor

Autores: Sandra BASSANI-SILVA'
Ligia Souza Lima Silveira da MOTA**
Valquiria SANTILONI
Luciano Santos da FONSECA'
Noeme Sousa ROCHA'

! Department of Veterinary Clinics, Faculty of Veterinary Medicine and Animal
Husbandry, Sao Paulo State University - UNESP, Botucatu, SP, 18618-000, Brazil.

2 Department of Genetics, Biosciences Institute, Sao Paulo State University - UNESP,
Botucatu, SP, 18618-000, Brazil.

* corresponding author: Departamento de Genética — IB - UNESP
Ligia Souza Lima Silveira da MOTA
Distrito de Rubido Junior s/n°
Botucatu/SP — Brasil
CEP: 18618-000
Fone/fax: + 55 14 3811-6229

e-mail: Imota@ibb.unesp.br




BASSANI-SILVA, S. Artigo cientifico T4

OURNAL OF
PPLIED GENETICS

INSTRUCTIONS TO AUTHORS

JOURNAL OF APPLIED GENETICS publishes original papers, short communications (including
case reports) and review articles on plant, human and animal genetics. The Journal is also open to
papers on microbial genetics. The manuscript should be written in English (preferably in British
English). Authors are encouraged to submit manuscripts by e-mail to mpie@igr.poznan.pl;
wsob@igr.poznan.pl. Otherwise, one printed copy and a diskette or CD with the files should be sent
to the Editorial Office. The text and tables should be saved in MSWord or RTF format (IBM PC),
while figures, in JPEG or TIF format. Submission of an article implies that the work described has
not been published previously (except in the form of an abstract) and that is not under consideration
elsewhere. The editors will do their best to inform the authors if the manuscript is accepted or
rejected within a month of receipt. The length of the manuscript (A4 format, double-spaced, with all
margins 3-4 cm) should not exceed: 15 pages for an original paper, 20 pages for a review article
and 5 pages for a short communication. The first page must include the full name of the institution
and the forename(s) and surname of the author to whom proofs and all correspondence will be
sent, together with his/her full postal address, telephone and fax numbers and e-mail address. The
submitted manuscripts are evaluated by reviewers. Every item is checked for style and grammar.
The editors reserve the right to introduce corrections suggested by the journal s copy editor.
Research involving human and animal subjects must have been approved by the local licensing
committee (e.g. institutional review board) and a relevant statement should be included in the
Materials & Methods section. For experiments involving human subjects, authors must also include
a statement confirming that informed consent was obtained from all subjects. Experiments involving
human subjects must have been conducted according to the Declaration of Helsinki. Each original
paper should principally contain the following items: (1) Title, authors names and the name of the
institution where the study was carried out; (2) Abstract; (3) Key words; (4) Introduction; (5)
Materials and methods; (6) Results; (7) Discussion; (8) Conclusions; (9) Acknowledgements; (10)
References. Short communications and case reports should be composed of an abstract, the main
body of the article (not subdivided), references and no more than one figure and/or one table. The



BASSANI-SILVA, S. Artigo cientifico 15

title should describe the contents of the paper as briefly as possible. A short running title not
exceeding 45 characters, (including spaces) is also required. The abstract should give concise
information on the significant content and conclusions of the paper in a form suitable for abstracting
journals. It should not exceed 250 words. Key words - up to seven, should be arranged in
alphabetical order and cover complete scientific names of all the studied organisms, the topic
investigated and any special technique used. Abbreviations should be explained when they first
appear in the text. Otherwise, only Sl units and abbreviations should be used. Tables require
captions and should be comprehensible without reference to the text. Graphs should be provided in
Exel and they should be stored with original data. Autotypes (black and white ones are preferred)
should be submitted in JPG format or TIF format with a resolution of no less than 300 dpi (at
reproduction size). Diagrams and photographs should be referred to as "Figure" in the text and
numbered consecutively throughout the paper. A guide to the appropriate position of each figure
and table should be indicated on the margin of the text. Captions and legends to all figures should
be typed on a separate sheet. Colour illustrations cost about 75 euro per printed page. References
should include only published works, preferably those written in English. Citations of personal
communications and unpublished results (including theses) must be avoided, unless absolutely
necessary. Such citations may not appear in the reference list but only in the text as: (W. Black,
pers. comm.) or (T. White 1998. Thesis, Univ. of California, Davis, CA, USA). Literature references
need to be arranged alphabetically according to the first author, for example: Bai GH, Shaner G,
Ohm H, 2000. Inheritance of resistance to Fusarium graminearum in wheat. Theor Appl Genet 100:
1-8. Falconer DS, Whyatt A, 1981. Introduction to quantitative genetics. 2nd edn. London:
Longman. Kowalski JW, 1995. Clustering of highly expressed genes in rice chromosomal domains.
In: Lincoln SE, Bowen D, eds. Genetic markers in plant breeding. Dordrecht: Kluwer Acad Publ:
553-560. Journal titles should be abbreviated according to the World List of Scientific Periodicals (or
full if in doubt).

Galley proofs for correction will be sent to authors only once. Proof corrections must be marked as
clearly as possible and should be returned within seven days on receipt. Twenty-five offprints will be
provided free of charge.

Copyright. Upon acceptance of an article, authors will be asked to transfer copyright of the article to
the Publisher. This will ensure the widest possible dissemination of information under copyright
laws. Permissions. Authors must obtain written permission from copyright owners for reprinting of
figures, tables or text. A written permission is also necessary for a quotation from unpublished

material.

Manuscripts and all editorial correspondence should be addressed to JOURNAL OF APPLIED
GENETICS, Strzeszyfiska 34, 60-479 Poznan, Poland. Tel: (+48 61) 65 50 282. Fax: (+48 61) 65
50 301. E-mail: mpie@igr.poznan.pl; wsob@igr.poznan.pl



BASSANI-SILVA, S. Artigo cientifico 1

CYTOGENETIC STUDIES ON NATURAL TRANSMISSIBLE VENEREAL
TUMOUR IN DOGS (Canis familiaris)

RUNNING TITLE: Canine transmissible venereal tumor

Sandra BASSANI-SILVA'; Ligia Souza Lima Silveira da MOTA*?; Valquiria
SANTILONIZ; Luciano Santos da FONSECA‘; Noeme Sousa ROCHA'

! Department of Veterinary Clinics, Faculty of Veterinary Medicine and Animal
Husbandry, Sao Paulo State University - UNESP, Botucatu, SP, 18618-000, Brazil.

2 Department of Genetics, Biosciences Institute, Sao Paulo State University - UNESP,
Botucatu, SP, 18618-000, Brazil.

" corresponding author: Departamento de Genética — IB - UNESP
Ligia Souza Lima Silveira da MOTA
Distrito de Rubido Junior s/n°
Botucatu/SP — Brasil
CEP: 18618-000
Fone/fax: + 55 14 3811-6229

e-mail: Imota@ibb.unesp.br

ASTRACT

Transmissible venereal tumour (TVT) is characterized as a neoplasia of controversial
origin. This study aimed to analyze, cytogenetically, TVTs of plasmocytoid and
lymphocytoid morphology. For this, 30 dogs attended at the Veterinary Hospital of the
School of Veterinary Medicine and Animal Husbandry (FMVZ-UNESP, campus at
Botucatu) were utilized. Due to the low incidence of lymphocytoid TVT (5.91%) in the
region, it was not possible to make correlations between plasmocytoid and lymphocytoid
types. In the analysis of metaphases obtained from peripheral blood culture, normal
chromosomal pairings were observed in the species (2n=78). In 74.78% of the tumour cells

analysed 56 to 58 chromosomes were found, which presented, on average, 17 chromosomes
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of metacentric or submetacentric morphology. It is suggested that centric fusions of
acrocentric elements contributed to the numeric increase of metacentric and submetacentric
elements in TVT cells.

Key words: Cytogenetic; Chromosomal banding; Transmissible venereal tumour, dogs.
INTRODUCTION

Transmissible venereal tumour (TVT) is a round-cell neoplasia that has awakened
great interest in oncology researchers due to its diverse characteristics, including its
controversial origin (Mozos et al. 1996; Marchal et al. 1997; Mukaratirwa and Gruys
2003); furthermore, it constitutes an excellent investigative model for comparative
neoplasia (Hsiao et al. 2002; Liao et al. 2003; Mukaratirwa and Gruys 2003). In the
Pathology Service at the UNESP Veterinary Hospital, Botucatu campus — Brazil (HV-
FMVZ-UNESP), it is the second most frequent neoplasia in dogs, behind only breast
tumour (Amaral et al. 2004).

The cytopathological exam must be chosen for TVT diagnosis on account of its
simplicity, low cost, lower risk and discomfort, besides the fact that it reduces distortion of
cell morphology, which favours secure diagnosis (Daleck et al. 1987; Erunal-Maral et al.
2000; Bassani-Silva et al. 2003; Amaral et al. 2004).

In the Pathology Service of HV-FMVZ-UNESP, the TVTs have been classified as
plasmocytoid, lymphocytoid or mixed (lymphoplasmocytoid), both in cytological and
histological material (Amaral et al. 2004). In completed studies, plasmocytoid TVTs
presented greater frequency of nuclear abnormalities, associated with greater expression of
p-glycoprotein (which is related to resistance to chemotherapy in diverse tumours,
principally in humans), greater resistance to antitumoural action of propolis in vitro and

almost all cases of plasmocytoid-type metastases, shown to be more aggressive than
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lymphocytoid ones (AS Amaral 2005. Thesis, FMVZ-UNESP, Botucatu, SP, Brazil; S
Bassani-Silva 2005. Dissertation, FMVZ-UNESP, Botucatu, SP, Brazil; LFJ Gaspar 2005.
Thesis, FMVZ-UNESP, Botucatu, SP, Brazil).

Murgia et al. (2006), analysing an amplified fragment of TVT mitochondrial DNA,
observed differences in the sequence between the tumours and concluded that the ancestral
clone of TVT is divided into two subclasses, each of which is distributed among many
countries.

The normal diploid pairing of the domestic dog (Canis familiaris) presents 78
chromosomes, all autosomes of acrocentric morphology, the largest submetacentric one
being chromosome X while chromosome Y is the smallest of these. On the other hand,
cytogenetic studies accomplished on TVT cells showed wide deviation in the chromosome
number found in the normal karyotype, presenting between 57 and 59 chromosomes,
among which several are of submetacentric morphology, thus suggesting the occurrence of
rearrangements (Cohen 1978; Cohen 1985; Vermooten 1987; Rogers 1997; Hasler and
Weber 2000; MacEwen 2001). Such rearrangements must be of a balanced type, in other
words, without either loss or gain of genetic material; and these include reciprocal
translocations and centric fusions (Hahn 1998).

The determination of the significance of numerical and/or structural aberrations in
pathogenesis of neoplastic transformation by the study of chromosomes is important since
such knowledge could be utilized in personalized patient care decisions (that is, diagnosis
and/or prognosis) (Hahn 1998). According to the same author, cytogenetic studies have
helped to demonstrate the clonal nature of a majority of neoplasias and to identify changes

in somatic genetic sequences that occur in a neoplastic clone.
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A recent work shows that certain genetic alterations can be an important adjunct to
the clinical data and, potentially, may be considered a relevant new marker for predicting
tumour prognosis, drug sensitivity or cancer risk (Jancarkova et al. 2008).

OBJECTIVES

To analyse, cytogenetically, samples of peripheral blood and of tumoural tissue by the
techniques of conventional colouring and C- and G-bandings, for the purpose of evaluating
karyotypical alterations in plasmocytoid and lymphocytoid TVTs.

MATERIAL AND METHODS

Clinical data from animals

This research was approved by the Ethics Committee for Animal Experimentation of
FMVZ-UNESP, Botucatu campus. It utilized 30 dogs attended at the Veterinary Hospital,
without restriction to sex, breed or age, with cytological diagnosis of transmissible venereal
tumour.

Collection of tumoural material

Confirming the diagnosis of TVT by Giemsa colouring, samples of the lesion were
collected by puncture without aspiration, or by exfoliation, for confection of cytological
preparations, utilised subsequently for evaluation of cell morphology, plasmocytoid or
lymphocytoid, according to Amaral et al. (2004).

A second aspiration was performed, this time suspending the cells in 4.5 mL of RPMI
1640 culture medium, which was stored in polypropylene tubes for later cytogenetic
analysis.

Collection of peripheral blood

Peripheral blood samples of 3 to 5 mL were collected from each animal, in previously

heparinised disposable syringes (Liquemine® — Roche Laboratory) to accomplish culturing
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of lymphocytes according to the technique described by Moorhead et al. (1960), with
modifications.

Cytogenetic analysis

Obtainment of metaphasic tumour cells

The cell suspension was centrifuged at 1500 rpm for 5 minutes. After removal of the
supernatant, SmL of hypotonic KCI solution (0.075M) was added. The material was
incubated for 40 minutes at 38°C and then centrifuged again at 1500 rpm for 5 minutes. The
material was fixed and washed several times in fixative solution 3:1 of methanol and acetic
acid, until the supernatant was observed to be limpid. The final pellet was resuspended in
0.5 mL of fixative solution prior to preparation of the slides.

Method of chromosomal analysis

The first slide from each sample was coloured with 5% Giemsa solution in phosphate
buffer 0.06M, pH 6.8 for 2 minutes. Under light microscopy metaphases were sought in
these slides to calculate the modal chromosome number. In peripheral blood samples 12
cells were analysed from each animal to verify the normal karyotypic pattern of the species.
In tumour samples all the metaphases found were analysed.

G- and C-bandings of both normal and tumoural cells were obtained following the
procedures of Scheres (1972) and Summer (1972), respectively. Analysis of results
followed the chromosomal pattern established by Switonski et al. (1996) and Reimann et al.
(1999).

RESULTS

Clinical data from animals
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In the experimental group constituted by 30 animals, there was a predominance of
dogs Without Defined Breed (23 animals). Preferential localization of the tumour was
genital (25 cases — 83.4%); there was one extragenital case (3.3%), and four cases (13.3%)
in which TVT was also present extragenitally (body, ocular and anal nodules) (Figure 1).

Cytomorphological evaluation

After determination of the cytomorphological pattern of the tumour, the presence of
plasmocytoid pattern was verified in 93.34% of cases, followed by lymphocytoid (6.66%)
(Figure 2).

Cytogenetic analysis

In the analysis of metaphases obtained from peripheral blood, it was observed that the
cells presented the normal number of normal diploid chromosomes (2n=78) in the species
(Figure 3). The canine G-banding karyotype and its respective metaphase are displayed in
Figure 4.

Cytogenetic analysis of tumour cells was possible in only 11 of the 30 TVT samples
collected in this study. From the 115 total metaphases analysed in conventional Giemsa
solution, it could be observed that the diploid number of these cells presented wide
deviation in relation to the normal chromosome number for the species. In 74.78% of cells
analysed 56 to 58 chromosomes were found, and these presented on average, 17
chromosomes of metacentric or submetacentric morphology (Figure 5). Figure 6 presents
the karyotype coloured for G-banding and the respective metaphase obtained in tumour
cells. The C-banding pattern in normal and tumour cells can be observed in Figure 7.
DISCUSSION

It is widely accepted that one of the most difficult mammalian karyotypes to work

with is that of the domestic dog, Canis familiaris (Breen et al. 1999). The high number of
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diploid chromosomes and their morphological similarities cause difficulties in
distinguishing the smaller autosomes. By the use of G-banding, only 21 larger autosomes
and the sex chromosomes have been standardized internationally and established into a
standard karyotype (Switonski et al. 1996; Breen et al. 1999; Yang et al. 2000). The
remaining 17 autosomes cannot be identified only by banding patterns, and the use of
molecular markers is necessary to distinguish among them (Graphodatsky et al. 2000).

According to Manolache et al. (1976), Pathak and Wurter-Hill (1977) and Pathak et
al. (1982), in metaphases obtained from peripheral blood of dogs coloured for C-banding,
in the centromeric regions of the autosomes there is a quantity of constituted
heterochromatin that varies from moderate to almost undetectable. This was also observed
in the present study. The X chromosome possesses positive C-marking in the centromeric
region and in the first proximal half of the long arm and chromosome Y presents an
intensely coloured long arm. According to E Hatanaka 1996 (Dissertation, CCBS-UFSC,
Sao Carlos, SP, Brazil), the most evident positive C-bands are found in the centromeres of
autosomal pairs seven and eight, with other positive bands also being observed more
clearly in the centromeres of other chromosomes in the domestic dog karyotype. Therefore,
variations in colouring pattern of heterochromatic regions were already described.

In TVT slides coloured for C-banding, it can be observed that in some metaphases the
greater arm of the second submetacentric chromosome presented positive C-band, in
agreement with Oshimura et al. (1973). Nevertheless, in other metaphases of the same
case, the marking occurred in the long arm of the fourth chromosome. According to
Richardson et al. (1987), cells of TVT presented positive C-bands in the majority of
chromosomes, with a marked preference for centromeric regions, which was not observed

in our analysis.
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In accord with the findings of Kakpakova et al. (1968) and Richardson et al. (1987),
the diploid number in tumour cells varied widely in relation to the normal chromosome
number for the species. It is suggested that centric fusions of acrocentric elements
contributed to the numerical increase of metacentric elements observed in TVT cells, as did
the rearrangements, as observed previously by Cohen (1978), Vermooten (1987), Rogers
(1997) and Adams et al. (1981).

Based on the analysis of metaphases obtained from peripheral blood samples of
canine TVT carriers as well as from their tumour samples, it can be verified that the
alterations found in the karyotype are limited to those around the tumour itself. The
similarity of karyotypes in canine TVTs in different countries indicates the stability of
chromosomal alterations in these cells.

Hahn (1998) reported that the rearrangements occurring in TVT cells must be of the
balanced type, and these include reciprocal translocations and centric fusions.

As the number of lymphocytoid TVTs was small, it was not possible to observe
whether there is a difference in the cytogenetic analysis between the plasmocytoid and
lymphocytoid tumours. Due to the literature citations that, in most instances, report that the
typical morphology of tumours is similar to that of the lymphocytoid and given the
similarity between these citations and the findings in the present study (where there was
predominance of the plasmocytoid pattern), it is suggested that there is a chromosomal
difference between the two TVT cell types.

Cytogenetic studies of cancers in dogs as not as advanced as those in humans due to
problems with identification of all the chromosomes by the classic banding techniques
(Switonski et al. 2004). The authors reported that there are two principal strategies for

cytogenetic mapping, fluorescent in situ hybridization (FISH) and somatic cell
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hybridization, and that the FISH technique plays a greater role in identification of loci of
interest.

Jancarkova et al. (2008) accomplished genetic tests in ovarian cancer in women by
means of conventional methods (direct culture and G-banding) and molecular methods such
as FISH with probes of the whole chromosome and comparative genomic hybridization
(CGH). These authors observed that the efficiency of karyotyping employing the
conventional analysis methods was low, as was that obtained by utilizing the FISH
technique. The most indicated method was shown to be CGH. It was also verified that
patients with tumours containing less than seven aberrations possessed longer survival from
presenting better therapeutic response. The study showed that tumours with amplifications
of the chromosomal arms 1p, 10p, 20q and deletion of 5q had greater risk of recurrence; in
other words, associations were found among prognostic factors as well as between the
number of aberrations in tumour cells and the prognosis. The authors concluded that the
number of aberrations in ovarian cancer cells appear to be an important prognostic marker,
especially when associated with young ages.

The observations by Switonski et al. (2004) and Jan¢arkova et al. (2008) permit us to
state that the use of molecular techniques in TVT can aid in identifying whether there is
genetic differentiation between the plasmocytoid and lymphocytoid types, as well as in
predicting the number of applications necessary for the remission of TVT. According to
LFJ Gaspar (2005. Thesis, FMVZ-UNESP, Botucatu, SP, Brazil), the number of
applications varies according to the TVT cell type in which the greater the number of cell
atipies, the higher the number of applications and, according to Jancarkova et al. (2008),
tumours with fewer aberrations present better therapeutic response.

CONCLUSIONS
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The plasmocytoid aspect is prevalent in the Pathology Service of FMVZ — UNESP —
Botucatu in the cytopathological diagnosis of TVT. These findings indicate late diagnosis
during the evolution period featuring alterations in tumour cell morphology in the
implantation phase, lymphocytoid and, subsequently, plasmocytoid.

The C and G chromosomal banding techniques as well as conventional Giemsa
colouring were realized in TVT cells. It was not possible to observe difference in the
cytogenetic analysis between the different TVT morphologies due to the scarcity of cases
with diagnoses of Lymphocytoid TVT in relation to the plasmocytoid.
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FIGURE 1 - Forms of clinical presentation of canine transmissible venereal tumour: A. to
D. genital forms; E. ocular; F. multiple cutaneous tumours; G. localization in

anal mucosa. Observe cauliflower aspect (A, D and G) and smooth aspect (B,
C and E).
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FIGURE 2 - Cytological samples of transmissible venereal tumour of different
cytomorphological types: A. plasmocytoid pattern (ovoid cells
predominant, ample cytoplasm and eccentric nucleus); B.
lymphocytoid pattern (round cells predominant, scarce cytoplasm
and high nucleus-to-cytoplasm ratio). Giemsa, bar: 20um.
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FIGURE 3 - Giemsa stained karyotype of normal male blood cell and the
representative metaphase spread.
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FIGURE 4 - G-band karyotype of normal male blood cell and the representative
metaphase spread.
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FIGURE 5 - Giemsa stained karyotype of a transmissible venereal tumour cell and
the representative metaphase spread.
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FIGURE 6 - G-band karyotype of a transmissible venereal tumour cell and the
representative metaphase spread.
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FIGURE 7 - Photomicrograph of representative metaphases— C Band: A. peripheral
blood from normal dog — observe centromeric regions coloured for C-
banding; B. sample of TVT — positivity of C-banding in longer arm of the

second submetacentric chromosome.
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