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RESUMO

Os tumores mamarios em cadelas tem alta incid@&nmialignidade sendo provocados
por varios fatores de risco incluindo idade, atade hormonal, nutricdo, virus,
pseudogestacdo e administracdo de progestdgengsnesd O gene p53, conhecido
como um gene supressor de tumor, tem apresentadac@es relacionadas com
neoplasias. Neste trabalho, o objetivo foi car&deins tumores mamarios em cadelas,
avaliar o comprometimento da mama lateral ao tuenorenvolvimento de fatores de
risco sobre a ocorréncia dos tumores; analisane g3, na regiao entre os exons 4 e 8
e relacionar os tumores malignos e mamas normais a mutacdes ocorridas neste
gene. Foram utilizadas 50 cadelas com tumor de neabdacadelas normais que foram
atendidas no Hospital Veterinario da Universidadaldfal Rural de Pernambuco.
Foram colhidas amostras dos tumores e das mamaseat§s, clinicamente normais,
bem como biopsias de mamas das cadelas normasampaise histopatolégica segundo
as técnicas rotineiras. Outros fragmentos forantgaeados para extracdo do DNA,
amplificacdo dos exons pela técnica de reacdo a@wiacaa polimerase (PCR) com
oligonucleotideos especificos e sequenciamentoar®@sais foram de racas variadas
tendo idade compreendida entre 4 e 19 anos paradatas com tumor e entre 7 meses
e 6 anos para as cadelas normais, sendo que aetarka entre 9 e 13 anos foi a que
apresentou a maior frequéncia de neoplasias (48} 50 alteracbes mamarias, 68%
foram carcinosarcomas, 24% foram carcinomas, 2%oirtumisto benigno, 2%
hemorragicas, 2% fibroses e 2% foram processoanmafiorios inespecificos. Nao
houve diferenca na relagéo entre os fatores de Bse ocorréncia de tumores nas
cadelas. Das mamas laterais aos tumores, apenas f86G2% normais, 48%
apresentavam carcinoma, 6% carcinosarcomas, 2%plapm, 2% fibrose e em 6% o
material ndo foi suficiente para garantir o diadgieds Foram escolhidas amostras de 9
carcinomas e 7 carcinosarcomas com as respect@amsnormais adjacentes, e de 6
cadelas normais, que foram sequenciadas em segdenaeutomatico e analisadas para
a presenca de mutacdes em comparacdo com a segdénuicleotideos da p53 canina
(GenBank - S77819). Foram encontradas mutacdes5émdas amostras que apos o
sequenciamento apresentaram homologia com a pop&E8 canina, de 86,3% em
média (GenBank - AAB42022.1). Das mutacGes obsasjaals mais frequentes foram
as missense e 0s exons mais acometidos forama8oem, respectivamente, 23,2% e
24,9% das mutacOes. As alteracfes de nucleotidassfraqiientes foram delecdes e
insercdes, que resultaram na maioria das mutacéesemse. Conclui-se que nos
animais estudados ndo houve interferéncia dos eft@seudogestacdo e uso de
anticoncepcionais no surgimento dos tumores, masagiglade € um fator relevante,
sendo, entretanto, a idade avancada consideradafabon de risco elevado.
Considerando a alta freqUéncia de tumores nas méatersis as neoplasicas e a
ocorréncia de mutacdes nos genes destas amosigase-se que na exerése do tumor
seja retirada a cadeia lateral completa para evéardiva. A alta incidéncia de
mutacBes no segmento do gene que transcreve adpapt®teina que se liga ao DNA,
sugere a possibilidade da alteracdo na funciorddidia proteina, o que é ressaltado
pela alta malignidade dos tumores estudados.

Palavras Chave: cancer, patologia, DNA, neoplaBi@8, biologia molecular



1 INTRODUCAO

Dentre as neoplasias que acometem as cadelaspodemrmama € uma das mais
frequentes (50%) (DE NARDI et al., 2002) apresembanlta taxa de malignidade —
50% (CASSALI, 2000). Poucas doencas causam tammrt quanto o cancer, pois
apesar de existirem fatores carcinogénicos quendadeiam 0 processo, com
freqiéncia o cancer parece surgir ao acaso. Nonigrga normal, o ciclo de
proliferacdo celular é rigorosamente controladoapgue as células constituam
comunidades organizadas. No entanto, as célulazidganas ndo se submetem a esse
esquema de cooperagcdo, sao células com o DNA ckohifi que escapam dos
mecanismos de controle do ciclo celular (LOPES.e2@02). Elas se dividem de forma
descontrolada, de modo que muitas das terapiasanoér sao estratégias para debelar
rapidamente células em divisdo. Como consequémnaiaias ceélulas normais, que
também estdo em divisdo, sdo prejudicadas pelowsfeolaterais (KREUZER e
MASSEY, 2002).

Via de regra, todo aumento de tecido mamario devexgaliado considerando
uma possivel neoplasia. Aumentos generalizados,n§oeestejam relacionados com
pseudociese, lactacdo ou mastite, devem recelmgidatespecial. De forma semelhante,
tumores de origem diversa daquele do tecido manpéritem aparecer na regido das
glandulas mamarias, sendo de grande importancis,diferentes tratamentos podem
ser indicados (ZUCCARI et al., 2001a).

Os estudo sobre alteracbes mamarias vem crescendelacdo aos estudos de
outras afeccdes, e as técnicas de biologia molee@ha favorecendo o aprofundamento

dos conhecimentos genéticos, conduzindo a diagodsprecoces e precisos (FARAH,



2000; ZUCCARI, et al.,, 2001a). A biopatologia dipanores mamarios caninos,
interessa a comunidade cientifica em geral pelo fédstes tumores terem sido
propostos como modelo comparativo para o estudcAdoer de mama da mulher. Em
ambas as espécies, 0 sexo feminino € mais afetaddp-se observado, no tipo
histolégico adenocarcinoma, semelhancas histolégeacomportamentais notorias
(QUEIROGA e LOPES, 2002).

Uma estratégia que tem permitido avancar no comtesdd dos diferentes
aspectos da carcinogénese mamaria comparada temasidilizacdo de modelos
animais, buscando maior entendimento dos fatoggmnsaveis pela doenca no homem
e a expectativa de que estes possam ser identiicaiiminados ou controlados. O
estudo dos tumores mais frequentes em animaisfpouecer dados epidemioldgicos e
indicacbes para a melhor compreensdo de sua etiplbgm como material para
investigacao bioldgica e terapéutica (CASSALI, 2000

Qualquer processo que se repete inumeras vezessi&glade erro. Embora o
DNA duplique sua molécula com precisdo, com milhdesdivisbes celulares que
acontecem ao longo da vida de um organismo, os padem ocorrer. Existe dentro da
célula um sistema de controle de qualidade, quietarreparar 0s erros que acontecem
na copia da informacéo genética, chamado de sidlermgparo do DNA, porém, algum
defeito pode, eventualmente escapa, provocandoccBu{&@ARAH, 2000). O gene p53
faz parte deste sistema e tem sido um dos maisriames alvos das mutacdes
(MOURA-GALLO et al., 2004).

O estudo dos mecanismos moleculares, por meiacde#s como hibridagédo do
DNA, reagcdo em cadeia da polimerase (PCR) e a p&odde anticorpos monoclonais
identificaram, isolaram e caracterizaram genes @lytos de genes clinicamente

importantes. Porém, o maior uso destes conhecimesdtdo direcionados aos seres



humanos, desta forma a medida que novos métodamdditicos e terapéuticos
estiverem disponiveis na Medicina Veterinaria, emgeensdo mais abrangente com
relacdo a biologia da neoplasia, permitird ao M&dieterinario o tratamento mais
efetivo para os animais, podendo levar a respostasampo da Medicina Humana
(RICHARDSON et al., 1997).

Com o objetivo de identificar a freqiiéncia e oggipgle mutacées no gene p53
em cadelas com cancer de mama, foram estudadegi#nsias dos nucleotideos em 7
exons do gene p53. Foram analisadas as possisasiag®es entre a presenca de
tumores de mama e fatores de risco classicos ctdade, ocorréncia de pseudogestacao
e uso de hormonios contraceptivos. E ainda, a egsacentre a presenca de mutacdes
no p53e os tipos de tumores malignos e glandulas mamaresascopicamente e

microscopicamente normais laterais aos tumores.



2 REVISAO DA LITERATURA

A cada ano, cresce o numero de pessoas e de amlomésticos acometidos por
algum tipo de neoplasia. A etiologia da neoplasiagiindula maméria em cadelas é
desconhecida, mas ha indicios de que multiplogesatmfluenciam o micro ambiente
das células susceptiveis do tecido mamario causaméncer (MORRISON, 1998). O
estilo de vida da sociedade moderna contribui pamaentar a exposicéo da populacdo
a alguns fatores ambientais, nutricionais, quimieshormonais potencialmente
carcinogénicos. E claro que a interferéncia do monm®s héabitos alimentares dos
animais e no seu ambiente também o coloca sob mongsco. Talvez essa seja uma
das explicacdes pela qual a frequéncia de algue@sdasias tem aumentado no homem
e nos animais domésticos (MOULTON, 1990).

2.1 A glandula mamaria

As glandulas maméarias sao glandulas cutaneas, iBsp®ente sudoriparas
modificadas (CASSALI, 2003) que se desenvolvemalmeinte a partir do ectoderma
cutaneo do embrido. Na vida intra-uterina, formamespessamentos paralelos e
lineares de ectoderma cutaneo, sdo as linhas neangue se estendem de ambos os
lados desde a axila até a regiao inguinal da paxledeminal ventral. A continuidade da
crista que se forma rompe-se no namero aproprigdbadbes mamarios que dardo
origem a parte funcional da glandula mamaria (REE®R6; CUNNINGHAM, 2004).

O mesénquima dérmico, que envolve os condutosifesemkia em tecido conjuntivo
frouxo, que circunda os condutos e suas ramificagéeem tecido conjuntivo denso,
que forma os tabiques entre os primérdios de condudivide a glandula em lobos
(KOLB, 1984; GENESER, 2000; HENSON, 2003).

O desenvolvimento da glandula mamaria na vida pta-6ofre modificacdes
aparentes a partir do primeiro ciclo estral pefauémcia do estrégeno que promove o

desenvolvimento do sistema ductal e discreto awnetds células adiposas,



observando-se um aumento discreto no volume dagino que acontece, sobretudo
nas mamas abdominais caudais e inguifaidesenvolvimento de alvéolos a partir das
extremidades terminais dos ductos requer o aunamtprogesterona e prolactina na
metade da gestacdo ou pseudogestacao, quandonasogematuracdo morfologica e
atividade funcional completa (CUNNINGHAM, 2004; ZUBRI et al. 2001b;
CASSALLI, 2003; OLIVEIRA et al., 2003).

As mamas apresentam dois tipos celulares em sustueat as células epiteliais
luminais, que sintetizam e excretam proteinas d&ceelipidios durante a lactacéo, e as
células epiteliais basais ou mioepiteliais, queadraem, sob a influéncia de ocitocina,
expelindo o leite dos ductos. Ambos os tipos cedglasdo derivados de uma unica
populacdo celular ou células tronco. Aléem do te@gdelial, ainda ha a presenca de
fibroblastos e células adiposas que compdem e fazemstentacdo do tecido mamario.
O tecido subcutaneo da parede ventral do abdom&momas mamas toracicas,
abdominais e inguinais e 0s vasos e nervos que upsers (HOWARD e
DELAHUNTA, 2001).

Na fémea canina, 0S vasos epigastricos craniaiserfizipis sado vistos
subcutaneamente, junto a papila mamaria abdomirgadiat. A artéria epigastrica
superficial caudal segue cranialmente a supembi@&inda da mama inguinal e fornece
0S ramos mamarios. A artéria prossegue para sapnama abdominal caudal e fazer
anastomose com ramos da artéria epigastrica stipedianial. Os linfonodos inguinais
superficiais ficam adjacentes aos vasos epigastrsuperficiais caudais e craniais,
drenando as mamas e a parede ventral do abdomealerante até o umbigo (Fig.1)
(HOWARD e DELAHUNTA, 2001).
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Figura 1 — Veias e artérias superficiais do abdoameno.

2.2 Neoplasias das glandulas mamarias

Fonte: HOWARD e DELAHUNTA, 2001.

As neoplasias da mama canina se originam de célelasvestimento epitelial,

ductal ou alveolar, de células mioepiteliais peiitis e do tecido conectivo intersticial

(CARRUIDO et al., 2003). As que se originam de leéwepiteliais sdo denominadas de

carcinomas e aquelas com origem no tecido conjurdiy muscular sdo denominadas

sarcomas (ALBERTS et al., 1997). Nas cadelas, de¥idlevada incidéncia de tumores

de mama, o estudo desta patologia vem crescenti,mpportancia dos caes como

animal de companhia e também por representar unelmakperimental de grande



valor e viabilidade técnica nas pesquisas do camgerano, devido as similaridades
histolégicas entre os tumores, aléem da facilidaderealizacdo das mastectomias
parciais ou totais dos segmentos mamarios (LUE.eR002), por ndo haver limitacdes
estéticas, facilitando a retirada de glandulas asaapicamente normais, fundamentais
para um estudo mais aprofundado.

De todos os fatores envolvidos no aparecimentoateear, o componente de
natureza hormonal tem sido o mais aceito, devidalifessencas na incidéncia de
tumores mamarios entre cadelas castradas e ndadzas{MIALOT, 1988; DONNAY
et al., 1996; SOARES e SILVA, 1998; ZUCCARI et 2001b; FOSSUM et al., 2002).
Quando a ovariectomia foi realizada antes do proneiclo estral, o risco de ocorrer
cancer mamario foi de aproximadamente 0,5%; nagueta que a castracdo foi
realizada apds o primeiro ciclo estral, o riscodei8%, e apds dois ou mais ciclos
estrais 0 risco foi de 26%. Em animais castradass &)5 anos de idade o efeito
profilatico para o cancer mamario, foi minimo, teneim vista que nesta idade as
glandulas mamarias ja se desenvolveram plenaméfiglLQOT, 1988; SOARES e
SILVA, 1998; ZUCCARI et al., 2001b; FOSSUM et a002; QUEIROGA et al.,
2005).

O rapido desenvolvimento das glandulas mamariaantieira puberdade, pode
contribuir para a formacdo de clones de célulasradas que se tornam nodulos
hiperplasicos. Tais nédulos, que tém entre 1 e 4dardidametro e ndo sao detectaveis
clinicamente podem, sob acdo de fatores carcinogg&nisofrer transformacéo
neoplasica demonstrando que o estrogeno tem uni ipalreto no desenvolvimento
tumoral. Ele induz a proliferacdo do epitélio duatas glandulas mamarias e, desta

forma, propicia as condicbes necessérias para quacfies genéticas ocorram, nas



diferentes fases do ciclo celular (NETO, 198ETO, 1997; O'KEEFE, 1997; PEREZ
et al. 2001; ZUCCARI et al2001b).

A atividade normal da célula depende da perfettegnacéo entre as varias vias
metabolicas. Grande parte desse metabolismo éotamhdr pelos hormonios, lancados
no sangue até os orgaos alvos. Como as necessidade® determinado hormonio
variam continuamente, torna-se necessario que cuaentracdes estejam sujeitas a
regulacdo (GUYTON, 1997). Quando ha descontrolesel@ecdo hormonal, ocorre
perda da homeostasia celular resultando em vdteEs@des, dentre elas o cancer. Os
hormoénios estdo dentre os varios fatores indutovepromotores da carcinogénese e
sejam endogenos ou exogenos, eles estimulam depaigho celular predispondo aos
erros do DNA na divisao celular (HENDERSON e FEIGEIN, 2000).

Neoplasias de carater maligno sdo as mais impedamh cadelas ndo castradas,
uma vez que elas sdo as mais frequentes e norntaelpr@auzem metastases em outros
orgaos. Na cadela existem cinco pares de glandudasarias localizadas ao longo da
parte ventral do torax e abdome (ARGYLE, 1998). ddreéncia das neoplasias das
glandulas mamarias como noédulos de formas multigasnesmo ou de diferentes
tipos, em uma ou mais glandulas deve-se a exist@&®iconexdes linfaticas variaveis
entre as glandulas adjacentes lateral, craniahadai (MORRISON, 1998).

A formacéo vascular da regido mamaria é de extigpartancia no estudo dos
tumores mamarios, pela relacdo direta entre seupamentes e o progndéstico da lesdo
(BANKS, 1992; ZUCCARI et al. 2001b). No entanto, tasnores mamarios malignos
apresentam maior vascularizacdo em relacdo aoge¢arbenignos, apresentando uma
proliferacdo vascular maior em animais com médi&® énos, em relagdo aos animais

mais jovens (CASSALI, 2000).



Os tumores correspondem a um grande agregado ld&ascé&ancerosas
descendentes de uma unica célula ou clone “funtla@oancestral € uma célula de
funcionamento normal, que por alguma circunstandesencadeou alteracdes
fundamentais, iniciando divisédo e proliferacdo aatbamente, sem haver resposta aos
estimulos externos fundamentais para a ocorréngiecrdscimento celular. Estes
mutantes dividem-se rapidamente, gerando bilhdeldéas alteradas, constituintes da
massa tumoral, extremamente agressivas invadictiotee orgaos, podendo espalhar-
se por metastase para todo o organismo (RICHARD®OHMI., 1997; PERERA e
WEINSTEIN, 2000).

Além dos agentes carcinogénicos, 0 surgimento m@res pode ocorrer como
consequéncia do acumulo de alteracbes genéticasteuerem no controle normal do
crescimento e diferenciacdo celular; pela transhgéo de uma célula maligna através
de multiplas etapas, chamada de progressédo tungural.envolve a ocorréncia de
mutacdes, em diferentes fases do ciclo celular (BOB, 2001); ou ativacdo anormal
dos genes que controlam o crescimento celular (LOUROO0O), resultando em
modificacbes progressivas da biologia celular daremadas por alteracdes na
proliferacdo, diferenciacdo e na interacdo daslaglicom o meio extracelular

(COTRAN et al., 2000).

2.3 O ciclo celular

O DNA é constituido de duas cadeias de nucleotigeese enrolam originando
a dupla hélice e se dispdem de modo antiparaleloseja, direcdo 5 para 3’ e a
complementar no sentido 3’ para 5’. Ambas as eadefio mantidas juntas através de
fracas ligacdes quimicas, as ligacbes de hidrogémie ocorrem entre as bases

nitrogenadas de cadeias diferentes, adenina (Apreese liga a uma timina (T),



enguanto uma citosina (C) sempre aparece ligadaaaguwanina (G) (Fig.2) (FARAH,
2000).

Para compor o uma proteina, todos os aminoacidoxadificados por uma
combinacéo de trés bases do DNA, formando um xrighamado cédon, podendo um
aminoacido ser definido por mais de um codon. @mege um segmento de DNA que
contém a informacédo completa da sequéncia de aniduzspara sintetizar uma cadeia
polipeptidica especifica. Uma sequéncia do DNA @mensagem para a sintese de
uma cadeia polipeptidica é, geralmente, interrompior por¢cdes que nao tém funcao
codificante e, portanto, ndo aparecem representaagsoteina. Tais por¢coes sado 0s
introns que sao removidas quando o transcrito pingaprocessado, para dar origem
ao RNA maduro. As regides com informacfes codibsaddo o0s exons, cujas
sequéncias estdo representadas no RNA madurotanieorum gene comeca e termina

com exons (FARAH, 2000; LEWIN, 2001).

@ Timawa
3 ADEWINA
1 cunnINA
C;:I CITOSIHA

D= DESOXIRIBOSE

P= FOSFATO

¢oo PONTES DE HIDROGENIO

Figura 2 — Representacdo esquematica da duplaehdlic DNA e suas bases

nucleotideas. Fontamww.biologycorner.com
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A progressao tumoral parece envolver a ativacawal®s oncogenes, que
codificam proteinas promovendo a perda do conswige o ciclo mitético e levando as
células a se tornarem cancerosas, e a inativaggertes supressores de tumor, que sao
recessivos, isto €, o efeito cancerigeno so0 apapeardo eles estdo ausentes ou sao
defeituosos nos dois cromossomos do genoma. Cadalagsas alteracdes representa
um passo adicional em direcdo a plena malignidaderrendo freqlientemente por
muitos anos antes que se inicie uma transformaeaplasica (DAL BELLO et al.
2002; DOBSON, 2001; LERA et al. 2006; LEE e KWE@Q02).

O ciclo celular compreende a alternancia da miwmseterfase. A mitose € o
processo pelo qual as células eucarioticas divisiEms cromossomos entre duas células
filhas, que dura, em média, 90 a 120 minutos eviéido em quatro etapas; profase,
metafase, anafase e telofase (ALBERTS et al., 1997)

Na profase, os cromossomos, que foram duplicad@sttua fase S da interfase,
se condensam. Os microtubulos citoplasmaticos edardhnjados e a célula se prepara
para a reorganizacdo destes microtubulos formanflss@ mitético. O cromossomo
mitotico consiste em duas cromatides que estacctamhees por uma regido denominada
de centrbmero, na superficie deste centrdbmeroeexigbis cinetécoros, um deles esta
associado a cromatide e o outro ao fuso mitdtiesultando na movimentacao
cromossomal, seguindo para a metafase (THOMPSO®8; L BERTS et al., 1997,
FARAH, 2000; LEWIN, 2001).

Durante a metafase alguns dos microtibulos queaioriws aparatos do fuso se
prendem aos cinetécoros formando o fuso mitoticopaktir dai os cromossomos
iniciam uma série de movimentos que resultam numhainento de todos os
cromossomos na regido equatorial do fuso, dandooird preparacdo da anafase

(THOMPSON, 1993; ALBERTS et al. 1997; FARAH, 200EWIN, 2001).
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A anéafase caracteriza-se pelo momento onde as tda®aniciam a migracao
para cada poélo da célula, em direcdo aos centriplms/ocando a separacdo das
cromatides irmas. Acredita-se que a forca que mewnienas cromatides tem origem
através da polimerizacdo de proteinas dovsrotubulos, actina, miosina e tubulina
(THOMPSON, 1993; ALBERTS et al. 1997; FARAH, 200EWIN, 2001).

Durante a telofase, ocorre a separacdo completardasitides irméas para cada
polo da célula, havendo com isto a reconstituigdceavelope nuclear ao redor dos
cromossomos, descondensacdo dos cromossomos,udissollo aparato mitotico,
formacdo de uma constricdo ao nivel da zona edaktda célula-méae, que vai
progredindo e termina por dividir o citoplasma assorganelas em duas partes iguais.
Neste ponto a célula termina a fase de divisaolate(mitose) e entra na fase de
replicacdo do DNA (interfase) iniciando um novo I@ic(THOMPSON, 1993;
ALBERTS et al. 1997; FARAH, 2000; LEWIN, 2001).

Na interfase, ndo sao visualizadas modificacde® tan citoplasma quanto no
nacleo. As células, porém, encontram-se em plenadade, sintetizando os
componentes que irdo constituir as células filkata fase € composta pela sucesséo de
trés fases; Gque corresponde ao intervalo de tempo entre ¢ dimanitose, durante o
qual RNAs e proteinas séo sintetizadas, sem querbpjicacdo de DNA; fase S de
sintese de DNA, onde o conteudo total de DNA auandetum valor diploide de 2n,
para o valor completo de replicacdo 4n; e fas@u@ correlaciona-se com o intervalo
de tempo entre o final da fase S e o inicio daseifdHOMPSON, 1993; ALBERTS,

1997; FARAH, 2000; LEWIN, 2001).
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2.4 A proteina p53

O genep53, considerado como o “guardido do genoma”, demties aqueles
reconhecidamente envolvidos nos processos de ogésiese, € 0 de maior
importancia. Conhecer seus mecanismos de acaosegpaeuma etapa fundamental
para compreender os aspectos da biologia molemlizionados ao cancer. O gene €
ativado em resposta a sinais de dano celular, ndorae mais presente nas células
(FETT-CONTE E SALLES, 2002).

Este gene codifica uma fosfoproteina de 53kDaartedrica, ou seja, com quatro
subunidades basicas idénticas que se juntam, wondt a forma funcionalmente ativa
da molécula que se liga especificamente ao DNA e @gno fator de transcricao
(HUNTER, 1993; MIYASHITA et al., 1994). Cada unigatdasica da proteina p53 é
formada por quatro dominios que representam unsdfasheionais distintas, o primeiro
segmento (regido amino terminal) € composto parBihoacidos, estando relacionado
com a capacidade de transativacdo de outros gesegundo dominio (localizado entre
os aminoacidos 100 e 300) representa a parte Lesgnalo responsavel pela capacidade
de ligacdo com a molécula de DNA (Fig. 3) e na orcarboxi-terminal, localizam-se
os sitios de dimerizacdo e a regiao de tetramézd@s quatro unidades basicas da

molécula p53 (CAVALCANTI JUNIOR et al., 2002).

13



FIGURA 3- Moléculas de DNA e da proteina p53 denramsio os pontos de ligagédo
entre 0s amino-acidos e a cadeia de DNA.

Fonte: ads.u-strasbg.fr/ for@®&/img/p53.jpg

2.5 Atividade da proteina p53

Dois tipos de eventos podem ser desencadeadosapeldade de p53; a
interrupcdo da multiplicacdo ou apoptose, os qdegendem, em parte, do estagio do
ciclo celular que foi atingido. Em células no inicle G1, a proteina p53 desencadeia
um ponto de checagem que bloqueia a progressaldocelular, isto permite que o
DNA danificado seja reparado antes que a célul® temtrar na fase S. Porém, se uma
célula ja esta comprometida com a diviséo, esteim® p53 desencadeia um programa
de morte celular. Os resultados tipicos desta apeédo o colapso de célula em uma
pequena massa heteropicnoética e a fragmentacdoNdo rdiclear (LEWIN, 2001;
MUTO et al., 2000; LEE e KWEON, 2002; FARIAS et, 2005).

O crescimento tumoral esta relacionado a um balantge proliferacdo e morte
celular. A medida combinada de morte celular eifgralcdo € uma importante arma na

predicdo mais realista do comportamento tumoraludés recentes demonstram a
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relevancia da morte celular programada na homengtagdual, na organogénese e na
patogenia dos tumores. A apoptose depende desgrscbioquimicamente regulados,
contingenciados por eventos de estimulacdo do mmmioiente tecidual. Do ponto de
vista morfologico, podemos observar, a partir davagem do DNA pelas
endonucleases, alteragbes como picnose, fragmentagélear e protedlise do
citoesqueleto. Os detalhes da regulacdo da apoptosBicongenes e genes supressores
ainda ndo sédo totalmente entendidos, embora sailasparticipacdo do gerpdb3
(FARIAS et al., 2005). Um grande aumento da quadiddesta proteina foi observado

em muitas células transformadas ou em linhagemsadiass de tumores.

2.6 Mutacdes no gene p53

O gene pode ser considerado um alvo das mutaca#teracdbes em qualquer
parte dele podem abolir a sua fungcdo, entretamgons sitios sofrerdo um namero
maior de mutacdes, chamadas “sitios quentes”, sguitanto alvo de estudo para a
cancerologia (LEWIN, 2001).

Dentre os genes envolvidos nas etapas de desaneoltd do cancer de mama,
0 p53 € 0 gene gque se apresenta mais mutado nestgadLERA et al., 2006;
MOURA-GALLO et al., 2004).

As mutacgdes no gene p53 ocorrem principalmenteexoss 3 a 8 (KRAEGEL,
et al. 1995), entre os exons 4 e 7 (CHU et al.,.819 5 e 8 (HAGA, 2001),
determinando a perda do controle do ciclo celularcemo consequéncia, a
sobrevivéncia das células com alto grau de mutaCBesRIKO et al., 2000). No
desenvolvimento de tumores na espécie caninatigapao da forma ndo mutante do

gene p53 ocorre por uma série de mecanismos, madwas aberragdes cromossdmicas
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estruturais como delecéo e translocacdo (KRAEGER).€1995;SETOGUCHI, et al.
2001).

As mutacdes em p53 acumulam-se em muitos tipodmeeces, provavelmente
porque a perda de p53 confere uma vantagem mcétipla as células (MUTO et al.,
2000; LEWIN, 2001). A diversidade dos canceres muggee p53 ndo esta envolvida
em um evento tecido-especifico, mas sim em algurtrale geral e bastante comum da
proliferacéo celular; e a perda deste controle padeim evento secundario que ocorre
para contribuir com a multiplicacdo celular em msitumores. As células com p53
mutante também possuem uma maior propensdo a @mapliDNA, o que
provavelmente reflete a funcdo p53 na instabilidealacteristica do genoma que é
encontrada em células cancerosas (LEWIN, 2001).

Outra classe de genes que fazem parte do matenmtigo, envolvidos na
inducéo e regulacdo do crescimento e da divisadaceddo os pro-oncogene, as formas
mutantes sdo 0s oncogenes. As mutacdes em oncogeeelevam ao cancer sao
diferentes das mutacbes em genes supressores @e, tpois nNos oncogenes, as
mutacdes precisam ativar a proteina para promoweestimento inadequado. Para os
genes supressores de tumor, entretanto, € neeeagaerda da funcdo da proteina para
promover o desenvolvimento do cancer. Nas pesguisen canceres humanos,
observou-se que mutacdes do p53 estdo presentemisniormas diferentes de cancer
que qualquer outra alteracdo genética, aproximadi@n®% de todos os canceres
(YORIKO et al., 2000; KREUZER e MASSEY, 2002).

Assim, a pesquisa das alteracdes genéticas essaeiazdo com varios fatores
podem levar a compreensdo dos mecanismos envolnaostiologia desta doenca,
assim como auxiliar no diagnéstico e tratamentotagiies no gene p53, localizado no

cromossomo 17, estdo presentes nos canceres humanosos, tornando este gene 0
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alvo mais comum de alteracdes genéticas no processplasico. Além disso, a
homologia entre o gene p53 humano e canino € de 81@HU et al.,1998;
VELDHOEN e MILNER, 1998)

As mutacdes podem ser silenciosas, ndo apresengfedo discernivel na
célula ou organismo, ou resultarem em alteracOestasis e/ou funcionais no gene
e/ou seu produto protéico (WALKER e RAPLEY, 199%RAH, 2000). Todos os
tipos de mutacgdes, especialmente aquelas ocorraglextensas sequéncias intrénicas
nao codificantes ou extragénicas de DNA, podenms#enciosas. Algumas mutacdes
pontuais no interior de regides codificantes podemtambém silenciosas, devido a
degeneracéo do codigo genético. Este é especiamearadso para aquelas que afetam a
terceira base dem coédon, pois isto ndo produz, frequentemente, altemacdo na
ordem de aminoacidos codificada pelo gene. Portaai® mutacdes sdo evidenciadas
no nivel dos nucleotideos mas, indetectaveis n&lnda proteina, pois muitos
aminoacidos sao codificados por mais de um cOdoALKER e RAPLEY, 1999;
KREUZER e MASSEY, 2002).

Todos os tipos de mutacBes ocorrendo tanto em sei@8écodificantes como
nao-codificantes de DNA, podem afetar o funcionamel® um gene e sua proteina
codificada. Mutacdes pontuais na porcao codificdetem gene podem criar um codon
prematuro de parada, resultando na expressao deolipeptideo truncado e em um
fen6tipo mutante e neste caso a mutacdo € denoanm@mense. Por outro lado,
mutacdes em regibes ndo-codificantes podem altenaa seqiéncia regulatéria
funcional, como um promotor ou sinal de iniciagcd®yando a um aumento ou
diminuicdo da expressdo génica. InsercOes e daleede regides codificantes e
envolvendo multiplos de trés nucleotideos, podembémn resultar na produgcédo de

polipeptideos com comprimentos incorretos. Enttetadelecdes ou inser¢cdes nao
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envolvendo multiplos de trés nucleotideos, residtaem uma mutacdo com
deslocamento do quadro de leitura. Isto alteraivefeente o codigo, impedindo a
expressdo de uma proteina funcional. Tanto inser¢émo dele¢cdes podem tambéem
afetar a expressao de determinado gene, se aftesg@iéncias regulatérias associadas
ao gene (WALKER e RAPLEY, 1999; KREUZER e MASSE902).

Em células normais, a proteina p53 € sintetizaddiraeamente, mas néo se
acumula em niveis significativos, sendo degradaela gélula em 2-15 minutos
(HUNTER, 1993; MIYASHITA et al.,, 1994). No entantguando as células sao
expostas a agentes que danificam o DNA, a prossrarna estavel e passa a controlar
diversos genes que sdo seus alvos, impedindo aepsd® do ciclo, o que permite
reparar os danos nas células ou disparar o proakssmorte destas por apoptose
(FARIAS et al., 2005). A inativacdo do p53 pode roeo por varios mecanismos,
incluindo as deleces, translocacdes e mutacOeAEKIEL et al., 1995). As mutacdes
em p53 encontradas nos mais diversos tumores roalignalisados, sdo pontuais e
estdo majoritariamente localizadas na regiao dacutd altamente conservada, que
corresponde ao dominio de ligacdo da proteina conDNA (HAINAUT e
HOLLSTEIN, 2000). Anormalidades no gene p53 saalteyacbes moleculares mais
freqlentes encontradas nos diversos tipos de rsaplalem-se demonstrado que a
maioria das mutacdes missenses do gene p53 caess;@ks na conformacdo da sua
proteina, prolongando a sua meia-vida e podendm@en-se no nucleo das células
neoplasicas (BEGNAMI et al., 2005).

A andlise de mutacdes encontradas no gene p53idenmsiito valorizada em
estudos de epidemiologia molecular de céancer (PERERWEINSTEIN, 2000).
Recentemente, Hill e Sommer (2002) consideraramagsilise como um possivel teste

mutagénico para o cancer de mama. Mutacdes destet@® sido também associadas
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com outros tipos de tumores de baco (KRAEGEL et H)95) e tumores &6sseos
(LOUKOPOULOQS et al., 2003), ambos séo tumores b#stagressivos, com taxas de
sobrevida muito baixas, tornando interessante aiyes utilizacdo da analise de
mutacbes em p53 para auxiliar no prognéstico desrsids tumores em fases iniciais
com maior possibilidade de serem tratados com sacdOURA-GALLO et al.,
2004).

Apesar da aparéncia dos fenotipos mutantes terosigmalmente utilizada para
detectar mutacdes, a identificacdo da maioria dasas de mutacdes, particularmente
de mutacOes silenciosas, requer abordagens ailt@saflécnicas mais sensiveis e
sofisticadas sdo necessarias para a deteccaordassfmais comuns de mutacdes em
pequena escala. Incluindo a reacdo em cadeia da-piNderase (PCR) e o
sequenciamento de nucleotideos (WALKER e RAPLE¥Y9)9

A PCR caracteriza-se pela amplificacdo enzimatecarda sequéncia especifica
de DNA, visando a producdo de milhdes de copiagade=giéncia em um tubo de
ensaio. Essa técnica foi descrita por Kary Mullis final dos anos 80 e tem
revolucionado a genética molecular, pois possibiliina nova estratégia na analise de
genes por meio de um método simples e rapido delifmagdo de sequéncias
especificas (FARAH, 2000).

A PCR explora a capacidade de duplicagdo do DNAa fita simples de DNA
€ usada como molde para a sintese de novas cademementares sob a acao da
enzima DNA-polimerase, capaz de adicionar correténeos nucleotideos
complementares a fita molde adicionados na reafddNA-polimerase requer,
entretanto, um ponto de iniciacdo, ligado a fitddeaue servir4 de apoio para que 0s
nucleotideos subseqiientes sejam adicionados. Es#e pe inicio da sintese é

fornecido por um oligonucleotideo iniciador queng®idiza a fita molde simples. A fita
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simples serve de fita molde para a sintese, desdesg forneca oligonucleotideos
iniciadores especificos a cada fita molde difereDissa forma, a regido do DNA a ser
sintetizada € definida pelo desenho do oligonuiteot iniciador, que se anelam
especificamente as suas sequéncias complementardganmolde, delimitando o
fragmento de DNA que se deseja amplificar (FARABDQ@.

A biologia molecular, em particular, tornou-se graa a muitos aspectos da
oncologia e este reconhecimento esta conduzindo amascos no diagnostico e
tratamento do cancer nos mamiferos (BHARAJ, et H198; CAIRNS, 2000). A
caracterizacdo molecular permite estimar parameti®sgrande importancia para
compreender a estrutura genética e com isso diracestratégias de novos métodos de
diagndstico e terapéutico através do uso de mareaaaoleculares baseados na reagao
em cadeia da polimerase (PCR), hibridizacdo do DNA producdo de anticorpos
monoclonais.

As novas técnicas de imuno-histoquimica e biologmlecular
possibilitardo a identificacdo de marcadores tumpementando assim, a capacidade
de se detectar células neoplasicas em uma etapgpreabdce da doenca, conduzindo ao
sucesso final de terapias do cancer, muitas das tquaar-se-ao efetivas ao maximo se
instituidas na etapa do desenvolvimento tumorahccantes da formacédo de metastase

(DOBSON, 2001).
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CARACTERIZACAO HISTOPATOLOGICA DAS NEOPLASIAS MAMAR  IAS
E SUA RELACAO COM FATORES DE RISCO EM CADELAS NA CI DADE DO

RECIFE-PE, BRASIL.
HISTOPHATOLOGIC CHARACTERIZATION OF CANINE MAMMARY TUMORS AND ITS
RELATIONSHIP WITH RISK FACTORS IN THE RECIFE- PBRAZIL

Souza, D.M.BY: Silva, J.S.C?% Silva, V. R2: Barros, M.G.0.% Coleto, Z.F-.;
Pereira, M. F* Santos, F.L* Adrido, M. ° : Wischral, A.*

RESUMO

Os tumores mamarios em cadelas tem alta incidémamalignidade sendo
provocados por varios fatores de risco incluindaded atividade hormonal, nutricéo,
virus, pseudogestacdo e administracdo de progestgxogenos. O objetivo deste
trabalho foi avaliar a ocorréncia dos tipos de ttemomamarios em cadelas e sua
relacdo com idade, pseudogestacdo e o uso de fZggess. Utilizou-se 50 cadelas
com tumor de mama, submetidas a exerese da marhaa&d&las normais que foram
submetidas a ovariosalpingohisterectomia eletiva IHospital Veterinario da
Universidade Federal Rural de Pernambuco. Foramdad amostras dos tumores e das
mamas clinicamente normais para analise histogatal&egundo as técnicas rotineiras.
Os animais foram de racas variadas tendo idade érgr19 anos para as cadelas com
tumor e entre 7 meses e 6 anos para as cadelaaisposendo que a faixa etaria entre 9
e 13 anos foi a que apresentou a maior frequéreiaebplasias (48%). Das 50
alteracbes mamarias, 68% foram carcinosarcomas, f@dm carcinomas, 2% tumor
misto benigno, 2% hemorragicas, 2% fibroses e 2fanfoprocessos inflamatorios
inespecificos. Ndo houve diferenca na relagdo estfatores de risco e a ocorréncia de
tumores nas cadelas. Das mamas laterais aos tyrapegsms 36% foram normais, 48%
apresentavam carcinoma, 6% carcinosarcomas, 2%plapm, 2% fibrose e em 6% o
material ndo foi suficiente para garantir o diagicds Conclui-se que nos animais
estudados nado houve interferéncia dos fatores pgesthcdo e uso de

anticoncepcionais no surgimento dos tumores, masagiglade € um fator relevante,
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sendo, entretanto, a idade avancada consideradafabon de risco elevado.
Considerando a alta freqtiéncia de tumores nas mlateaiss as neoplasicas, sugere-se
a retirada de toda a cadeia mamaria do lado acdoneti

Palavras chave: cadela, cancer, mama, patologia

ABSTRACT

The canine mammary tumors has high incidence arldymaacy being provoked by
several risk factors including age, hormonal attjwutrition, virus, pseudopregnancy
and exogenous progestagen. In this work the goa twacharacterize the canine
mammary tumors, evaluate the implication of theaeelpt mamma and the risk factors
involvement on the occurrence of the tumors. Theyawused 50 bitches with mamma
tumor diagnosis and submitted to mastectomy ohthenma and 11 normal bitches that
were submitted for elective ovariosalpingohistesengt in Hospital Veterinary of
UFRPE. They were picked biopsies of the tumors ahdhe normal mammas for
histopathologic analysis according to the route@hhiques. The animals went of varied
races having age comprehended between 4 and 19 fpedhe bitches with tumor and
between 7 months and 6 years for the normal bitchred the ages between 9 and 13
years were to what it presented the biggest necpfesquency (48%). Of the 50
tumors, 68% were carcinosarcoms, 24% were carciapg¥ benign mixed tumor, 2%
hemorrhagic, 2% fibrosises and 2% were inflammatoocesses. The relation of the
tumors with the risk factors did not are demonstrathen compared between the
malignant tumors and between the normal bitches thedtumor carriers. Of the
adjacent mammas, just 36% were normal, 48% prederdarcinoma, 6%
carcinosarcoms, 2% hiperplasy, 2% fibrosis and%mntbe material was not enough to
guarantee the diagnosis. It concludes that in taegeals there was no interference of
the factors pseudopregnancy and contraceptivesmuke appearance of the tumors, but
that the age is an important factor, being the nsem@orest susceptible. Considering
the tumors high frequency in the adjacent mammasnmur mammas, it suggests the
withdrawal of all the mammary chain of the attatkede.

Key words: bitch, cancer, breast, pathology

23



INTRODUCAO

O cancer, principal problema mundial de salude, @ was causas mais
importantes de morbidade e mortalidade em humarosieriva de proliferacéo
descontrolada e propagada de clones de célulasfdraradas. O crescimento de um
tumor maligno é determinado em grande parte pglacidade proliferativa das células
tumorais e pela capacidade de invadirem os tecdibohospedeiro e por produzir
metastase em sitios distantes. Alem disso, admitgu® 0s tumores malignos sdo
capazes de superar os mecanismos de defesa daléiosgABBAS et al., 2002).

O surgimento de tumores pode ocorrer como conse@i&o acumulo de
alteracOes genéticas que interferem no controlmalodo crescimento e diferenciacao
celular, pela transformacdo de uma célula normal cé&hula tumoral através de
multiplas etapas, chamada de progressdo tumoral, eqwolve a ocorréncia de
mutacdes, em diferentes fases do ciclo celular (BOB, 2001) e, dentre 0s genes
envolvidos nas etapas de desenvolvimento do céalecerama, o p53 é 0 gene que se
apresenta mais mutado nesta doe(M®URA-GALLO et al., 2004).

Os estudos relativos a esta lesédo vém se intearsificdevido a varios fatores,
dentre os quais: a alta incidéncia em céaes e slignmade, com cerca de 50% dos
tumores considerados malignos, diminuindo a quadidatempo de vida (HELLMEN,
2005), e a possibilidade de representar um modegberenental de grande valor e
viabilidade técnica nas pesquisa de cancer hunfasonilaridade histolégica entre os
tumores em caninos e humanos e a facilidade naaeab das mastectomias parciais
ou totais dos segmentos mamarios (LUIZ et al., RO€ilitando a retirada de
glandulas macroscopicamente normais, fundamentalypa estudo mais aprofundado,

justificam estas tentativas de comparagao.
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Todo aumento de tecido mamario deve ser avaliadsiderando uma possivel
ocorréncia de neoplasia. Aumentos de volume gepadals que ndo estejam
relacionados a pseudociese, lactacdo ou mastitendeeceber atencdo especial
(ZUCCARI et al., 2001b).

Dentre as principais neoplasias observadas emasaas tumores mamarios sao
0os mais frequentesgpresentando mais de 50% de todos os tumoresédea$ da
espécie canina (ITOH et al., 2000ARAYANNOPOQULOU et al., 2005; QUEIROGA
et al., 2005), sendo a incidéncia trés vezes ndmi@ue na mulher.

Os canceres séo classificados de acordo com mtedigo de célula de origem,
podem se originar das células de revestimentoligpitéuctal ou alveolar, das células
mioepiteliais periféricas ou do tecido conectivdeisticial (SOUZA, et al., 2001;
CARRUIDO et al.,, 2003). Os malignos de origem djgite sdo denominados de
carcinomas, e aqueles com origem no tecido camuou muscular sdo denominados
sarcomas (ALBERTS et al., 1997).

Estudos realizados, para caracterizar os tiposcgi&ncia dos tumores de mama
em cadelas, tém demonstrado que ha alta inciddediamores malignos, cerca de 50%
e destes a maioria sdo de tumores mistos (36,288¢uidos por carcinomas (25%)
(CASSALI, 2000).

O desenvolvimento tumoral esta intimamente reladoneaom diversos fatores
predisponentescomo: idade, obesidade, dieta rica em gordura riecipalmente,
problemas hormonai€SONNENSCHEIN et al., 1991; PEREZ ALENZA et al998;
CASSALLI, 2000). Zuccari et al. (2001a) ressaltare gs hipoteses mais citadas sobre a
etiologia das neoplasias mamarias sao: origem, diata, principalmente no que se

refere ao consumo de gorduras, e a atividade haingue tem maior repercussao.
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Em relacdo a dieta, os pesquisadores concluirano giseo de aparecimento do
tumor mamario pode estar ligado a fatores nutraimnteragindo ja nos primeiros
meses da vida do animal (SONNENSCHEIN et al., 19%AREZ ALENZA et al.,
1998). Um estudo retrospectivo de tumores mamé&imscadelas demonstrou que
filhotes de até um ano de idade, obesos, apreaentaraior risco de desenvolver
tumores no decorrer de suas vidas (PEREZ ALENZAl.et1998). De acordo Yoo et
al. (2001), citado por Silva et al. (2004) na egpéamana, a relacdo entre obesidade e
incidéncia de tumor mamario é explicada através @elagadas concentracbes de
estrogeno proveniente da transformacdo da andemtgla em estrona e,
posteriormente, em estrogeno no tecido adiposo.

O envolvimento de um componente etioldégico de eatrmormonal tem sido
mais aceito, devido as diferencas, na incidénciduderes mamarios entre cadelas
castradas e nado castradas (MIALOT, 1988; SOARER A 1998; ZUCCARI et al.,
2001b; FOSSUM et al.,, 2002) pois, quando a ovammei@ foi realizada antes do
primeiro ciclo estral, resultou em aproximadaméh&% de risco de ocorrer neoplasia
mamaria; naquelas em que a castracao foi realega@®o primeiro ciclo estral tém 8%,
e apos dois ou mais ciclos estrais o risco aumgudoal 26%. Em animais com mais de
2,5 anos de idade, a castracdo produziu um esedfsgo profilatico para o cancer
mamario, tendo em vista que nesta idade as gléndudanarias ja se desenvolveram
plenamente (MIALOT, 1988; SOARES e SILVA, 1998; ZORRI et al., 2001b;
FOSSUM et al., 2002; QUEIROGA et al., 2005).

Os estudos sobre a carcinogénese propdem que osreamecessitam de um
periodo de laténcia dividido em dois principaisdggls: iniciagdo, no qual o agente
cancerigeno induz mutacdes e altera a velocidaddivdséo celular, e promocéo,

estagio sucessivo em gque 0 processo evolui atéitcimse num tumor observavel.
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Neste processo, a célula se modifica e, torna-seceoasa, expande-se com
desenvolvimento andmalo formando uma col6nia deetetentes denominada clone
(WUNSCH FILHO e GATTAS, 2001)

O rapido desenvolvimento das glandulas mamariagantieir a puberdade,
periodo em que a acdo estrogénica € acentuada,cpathébuir para a formacao de
clones de células alteradas que se tornam nodidesplasicos. Tais nédulos, que tém
entre 1 e 4 mm de diametro e ndo sdo detectavaisacthente podem, sob acdo de
fatores carcinogénicos, sofrer transformacéo nsmgalaAssim, o papel do estrégeno no
desenvolvimento tumoral é indireto, induzindo alifgacdo do epitélio ductal das
glandulas mamarias e, desta forma, propiciandooasligdes necessarias para que
mutacbes genéticas ocorram. O estrogeno também @ster envolvido na
transformacdo maligna pela regulacdo de muitosopnabgenes nucleares (NETO,
1992; NETO, 1997; O'KEEFE, 1997; PEREZ et al., 200UCCARI et al., 2001a).

A progesterona atua significativamente sobre asdglas mamarias das cadelas,
e o ciclo estral destes animais promove uma agaongada desse horménio durante o
diestro, que retorna ao nivel basal cerca de 8@Gadlas apds o inicio do estro
(GOBELLO et al., 2001; JOHNSTON et al., 2001; ZUGRAet al. 2001a; CASSALL,
2003). Em um estudo realizado por Queiroga e80%) foram observadas diferencas
significativas nos niveis séricos de estrégenocoggsterona comparados entre cadelas
sem alteracdo mamaria e cadelas com tumores bengynwlignos, observado-se que
0s niveis destes hormdnios eram maiores quanda lesdes mamarias.

A prolactina e somatrofina tém efeito sobre o c¢meento das glandulas
mamarias, sendo também estudada sua influéncia asbreoplasias mamarias caninas

(CASSALI, 2003; QUEIROGA et al., 2005).
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As glandulas mamarias diferenciam-se durante osssiwos estagios de vida do
animal. As mamas da fémea impubere apresentam st@msi tubular ramificado
rudimentar ligado aos ductos lactiferos. Quandpefeito dos estrogenos, durante a
puberdade, o sistema tubular se desenvolve, carethsaumento de células adiposas.
Portanto, o volume externo da glandula aumentairdigeente, o que acontece,
sobretudo nas mamas abdominais caudais e nas nrayjuamis (CASSALI, 2003). As
mamas apresentam dois tipos celulares em suauweatras células epiteliais luminais
gue sintetizam e excretam proteinas lacteas edgpidurante a lactacéo, e as células
epiteliais basais ou mioepiteliais que se contramh a influéncia de ocitocina,
expelindo o leite dos ductos. Ambos os tipos cedglasdo derivados de uma unica
populacao celular ou células tronco. Aléem do tea@gitelial, ainda ha a presenca de
fibroblastos e células adiposas que compdem e fazsmstentacdo do tecido mamario.
O tecido subcutédneo da parede ventral do abdom&moas mamas abdominais e
inguinais e 0s vasos e nervos que as suprem. Neaf€amina, 0os vasos epigastricos
craniais superficiais sdo vistos subcutaneameantdp ja papila mamaria abdominal
cranial. A artéria epigastrica superficial caudajige cranialmente a superficie profunda
da mama inguinal e fornece os ramos mamarios.gkiaprossegue para suprir a mama
abdominal caudal e fazer anastomose com ramos tdaaaepigastrica superficial
cranial (HOWARD e DELAHUNTA, 2001).

Essa formacdo € de extrema importancia no estusidudeores mamarios, pela
relacdo direta entre seus componentes e o prognodd lesdo (BANKS, 1992;
ZUCCARI et al. 2001a). Na cadela ha 5 pares dadglas mamarias, no entanto
aproximadamente 60% de todos os tumores mamarawseat nas mamas inguinais. A
razao desta ocorréncia é desconhecida, podendor@sizionada com o maior volume

destas glandulas e com as correspondentes alteragolerativas em resposta aos
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estrogenos (QUEIROGA e LOPES, 200&gundo Withrow e Susaneck (1986) os
tumores ocorrem, em 50% dos casos, nas mamas atasmiinguinais.

A pseudogestacdo consiste em algumas mudancas reismeimilares a
gestacdo, normalmente entre a 62 e 142 semana agsho, resultando em transtornos
psicoldgicos e fisiolégicos. Sua etiologia estdes&la a uma concentracdo plasmatica
elevada de prolactina ou uma maior sensibilidade adonal a esse hormdnio
(SARTORI, 2003). Episodios de pseudogestacdo paalementar o aparecimento de
lesbes pré-neoplésicas, devido ao acumulo de $®weltacteas intra-mamarias,
responsaveis pela grande distencéo alveolar, paodoccompressao vascular seguida
de hipoxia, com liberacdo de radicais livres conepaial carcinogénico, além disso, o
acumulo de leite nos ductos mamarios durante adpgestacdo € acompanhado de
estagnacéo e degradacgéo dos produtos de secregddA, 2003; VERSTEGEN et
al., 2005) (Fig 1).

Figura 1 — Cadela em pseudogestacédo apresentanmi@mude volume das glandulas

mamarias.

Segundo Tanaka (2003) as fémeas da espécie cgnmaapresentaram
regularmente falsas gestacdes foram as mais papewms tumores de mama, como

consequéncia do desenvolvimento de estase ladkmanacao de focos inflamatérios.
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A populacdo de risco, no que se refere aos tumporasarios, ndo tem
predisposicao racial especifica e € constituidacpdelas entre os seis e 12 anos de
idade, sendo a idade de maior susceptibilidade estmove e 11 anos (PELETEIRO,
1994; CASSALI, 2003) ou entre 7 e 15 anos (MUT@Igt2000).

A administracdo de hormdnios esterdides de lon§a,aem sido amplamente
utilizada como método de controle do ciclo eddesd cadelas (TANAKA, 2003). Estes
horménios entre eles os esterbides naturais, pergea e testosterona, além de uma
variedade de esteroides sintéticos, tais comotacgtamedroxiprogesterona, acetato de
megestrol, acetato de melengestrol, proligestonaib®relone, suprimem a atividade
ovariana ciclica, através da supressdao da secréedbormonios gonadotroficos.
Contudo, segundo Oliveira et al. (2003), a admiagsto prolongada destes
progestagenos tende a resultar em hiperplasia estdahcistica e infeccao uterina
subsequente, além do desenvolvimento de tumoresanwame, segundo Withrow e
Susaneck (1986), em experimento desenvolvido comaglBs, 66% apresentaram
tumores com 5 a 7 anos de idade apds uso prolomgadontraceptivos orais.

Na oncologia, € necessario ir aléem do diagnéstibusear informacdes sobre
todos os aspectos envolvidos, incluindo fatoresist®, conduzindo as solu¢des mais
adequadas, e indicando medidas profilaticas.

Este trabalho foi realizado com o objetivo de ara#i ocorréncia dos tipos de
tumores mamarios em cadelas e sua relagdo com, igadedogestacdo e o uso de

progestagenos.
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MATERIAL E METODOS
Foram coletados 50 tumores mamarios e 50 glandulasroscopicamente
normais adjacentes e ipsolaterais a tumoracdo delasa atendidas no Hospital
Veterinario da Universidade Federal Rural de Pelmamm (UFRPE), no periodo de
2003 a 2005. Como controle negativo foram utilizada 11 cadelas saudaveis, sem
presenca de tumor, submetidas a ovariohisterectetatava no mesmo Hospital, das

guais foram retiradas bidpsias de tecido mamario.

Figura 2 — Cadela apresentando tumor na glandutadmiz.

As cadelas eram de ragas variadas, as com tumdf@iga@) tinham idade entre
4 e 19 anos e as do grupo controle entre 7 megean®s. Ap0s exame clinico, foi
preenchido questionario de historico reprodutivabitos alimentares, ocorréncia de

pseudogestacao e uso de anticoncepcionais (ANEXO 1)
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Para a cirurgia os animais foram submetidos a peédtasia com sulfato de
atropina (0,044 mg/ Kg) e acepromazina (0,2 mg/Kgjucédo com thiopental sodico
2,5% (12,5 mg/kg) e anestesia com ketamina 109m(d/&g) ou halotano.

Os tumores foram mensurados e identificados quaidoalizacdo (Fig. 3), € 0s
fragmentos das mamas coletados (com ou sem tutnaviea de bidpsia foram fixados
em solucdo de formalina neutra e tamponada a 1@%teformente, os fragmentos
foram processados por técnica usual de histologtayidos em parafina e cortados em
microtomo a Bm e as laminas coradas pelo método de hematoxdin@osina

(PROPHET et al., 1992).
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Figura 3 — Esquema utilizado para identificacdoacalizacdo dos tumores em cadelas.
(D) lado direito, (E) lado esquerdo, (A) linfonodasiais e (I) linfonodos

inguinais.

As amostras foram examinadas por dois patologistas, conhecimento prévio

do resultado para analise histopatologica que ifttaram os tumores com base nas
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caracteristicas celulares de acordo com a claas# histoldégica preconizada pela
Organizacdo Mundial de Saude (OMS). ApoOs esta smalbos resultados foram
estratificados de acordo com o tipo de tumor, @mia prévia de pseudogestacao;
glandula mamaria afetada; uso de anticoncepcionabgéncia de neoplasia na mama
macroscopicamente normal.

Os dados foram analisados pelo teste de compadacpmoporcoes e pelo teste

X2 com significancia de P<0,05 (REIS, 2003).

RESULTADOS E DISCUSSAO

As mamas dos animais saudaveis apresentaram astecticas celulares

preservadas, sem alteracdes que sugerissem nadpliasé e 5).

Figura 4 — Aparéncia externa da cadeia mamariadel@ normal com auséncia de

nédulos tumorais.
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Figura 5 — Fotomicrografia de tecido mamario redrem cadela com auséncia de
tumoragéo. H.E. Aumento 63X.

A idade de maior frequéncia de tumores mamarioscadglas deste estudo,
variou entre 9 a 13 anos (48%) estando de acomtooscachados de Peleteiro (1994) e
Cassali (2003), as demais ficaram entre 4 a 8 #P?%) e 14 a 19 anos (10%),
demonstrando a importancia do fator idade no apaesto dos tumores, apesar da
amplitude da variacdo de idade neste estudo, 4 ant9, ter sido maior do que a
observada por Peleteiro (1994) e Muto et al. (2000

A baixa frequiéncia observada na faixa etaria de- 19 anos ¢€ reflexo da alta
malignidade dos tumores, pois ndo sdo muitos asamique atingem esta expectativa
de vida, especialmente quando acometidos por tlsmoaenarios.

A maior frequiéncia dos tumores em animais maisogeffode ser decorrente do

fato que ja passaram por varios ciclos estraigjessnbmetidos a alteracées hormonais
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ciclicas fisiologicas e, portanto mais sujeitos acimogénese hormonal, conforme
sugerido por Silva et al. (2004).

Neste estudo observou-se uma maior frequiéncia dasnosarcomas (68%)
(Fig. 6) seguidos pelo carcinoma (24%) (Fig. 7;.Tademonstrando a malignidade dos
tumores encontrados, conforme os achados de Catal¢h977), Santos (1994) e
Marques (2000) que identificaram maior frequéndi@ carcinosarcoma mamarios, na
cidade de Recife-PE. No entanto, os achados deaSewual. (2001) na cidade de
Salvador-BA, Queiroga et al. (2005) na cidade ageliitl — Espanha e Cassali (2003)
em Belo Horizonte-MG encontraram maior frequéndéatumores mistos benignos.

Além destes dois tipos de tumores foram encontramesmenor frequéncia,

tumor misto benigno, fibrose, hemangiosarcomaaxgsso inflamatério (Fig. 8 a 11) .

Tabela 1 - Classificagdo dos achados histologidedesdes mamarias de cadelas atendidas no

Hospital Veterinario da UFRPE, Recife, 2003/2005

Classificacao histologica n %
Carcinoma 12 24
carcinosarcoma 34 68
Misto benigno 1 2
Hemangiosarcoma 1 2
Fibrose 1 2
Processo inflamatorio 1 2
TOTAL 50 100
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Figura 6- Fotomicrografia de carcinosarcoma mamano cadela, com formacao

irregular de ductos e acinos, constituidos porlaglapiteliais com elevado
grau de anisocitose e anisocariose, associadosaa ée proliferacdo de
células mioepiteliais e células de origem mesenguimal diferenciadas.

es estdo presentes.H.E. Aumento 400X.
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Figura 7- Fotomicrografia de carcinoma papilar ermnma de cadela., demonstrando
estruturas ductais com proliferacdo do epitélio ferma de papilas. H.E.
Aumento 400X.
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Figura 8- Fotomicrografia de

- 1Ee4

s = e FE
hemangios

5

arcoma em anam cadela, com células

endoteliais imaturas mostrando anaplasia, formaesjzacos vasculares.
H.E. Aumento 63X.

Figura 9- Fotomicrografia de tumor misto benigno erama de cadela. Arranjo de
células epiteliais em &acinos e ninhos, com praiéo de células
mioepiteliais.H.E. Aumento 250X.
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Figura 10- Fotomicrografia de fiborose em mama deelza Substituicdo de tecido

glandular por tecido conjuntivo fibroso.H.E. AumeeBX.

Figura 11- Fotomicrografia de processo inflamatérno mama de cadela. Caracterizado
por acumulo de leucocitos mononucleados no limerédmos e no tecido
intersticial. H.E. Aumento 63X.
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Nas glandulas macroscopicamente normais, laterass tamores (Tab. 2),
observou-se que 54% delas ja apresentavam alteragderais com maior freqiiéncia
de carcinomas (48%), indicando que as alteracdeanam na porcéo epitelial (Luiz et
al., 2002). Além das alteracdes ja apresentadasnaasas com processos tumorais,

observou-se também um caso de hiperplasia mankégial@).

Figura 12- Fotomicrografia de hiperplasia em maraacddela. N6dulo hiperplasico
mostrando mudltiplos I6bulos em diferentes estagieshiperplasia. H.E.
Aumento 63X.

Tabela 2 - Avaliacdo histolégica das glandulas miEmanacroscopicamente normais,
laterais aos tumores mamarios de cadelas atendidasHospital
Veterinario da UFRPE, Recife, 2003/5

Avaliacao histoldgica n %
Glandulas normais 18 36
Carcinoma 24 48
Fibrose 1 2
Carcinosarcoma 3 6
Hiperplasia 1 2
Material insuficiente 3 6
TOTAL 50 100
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N&o foi observado neste estudo influéncia da pgmsiacdo e do uso de
anticoncepcionais como fatores de risco, tendo &ta\que a maioria das fémeas
afetadas com tumores mamarios (78%) ndo apresenf@saudogestacao prévia e em
68% delas néo foi usado anticoncepcional, demartrgue estes fatores nao foram os
indutores dos tumores nestes casos estudados,nr@drmop do que foi sugerido por
Verstegen et al. (2005), Tanaka (2003) e Oliveita.g2003) (Tab.3)

Tabela 3 - Ocorréncia de tumores de mama com agistéle pseudogestacao e o uso

de anticoncepcionais em cadelas atendidas no ldbsydterinario da
UFRPE, Recife, 2003/2005

Condicao Gestacéao Pseudogestacao Anticoncepcional
n % n % n %
Cadelas com Tumor (n=50) 29 58,0 11 22,0 16 32,0
Cadelas Normais (n=11) 4 36,6 1 0,9 5 45,4

Entre as cadelas que apresentaram tumores maligoainoma ou
carcinosarcomas) também ndo foi observada associag@n a gestacao,

pseudogestacéo e o uso de anticoncepcionais (Yab. 4

Tabela 4 — Ocorréncia de tumor maligno com a exis#éde pseudogestacédo e uso de
anticoncepcionais em cadelas atendidas no Hoafstarinario da UFRPE,
Recife, 2003/2005

Tipo de Tumor Gestacéo Pseudogestacdo Anticoncepcional
n % n % n %
Carcinoma (n=12) 9 76,0 3 25,0 6 50,0
Carcinosarcoma (n=34) 16 47/0 g 23,5 1Q 29,4

Neste experimento, observou-se maior frequénciatuheores mamarios nas
glandulas inguinais (37,63%) e abdominais (35,4(Pab. 5). Estando os estudos de
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acordo com Queiroga e Lopes (2002) e Withrow e i®da (1986) que também
obtiveram maior incidéncia dos tumores mamariosgh@sdulas inguinais, porém estes
autores constataram uma frequéncia de 60% e 50featesamente. A razao desta
diferenca é desconhecida, podendo estar relacioc@mao maior volume de tecido
nestas glandulas e com as correspondentes alteragoiferativas em resposta aos
estrogenos.

Notou-se também que a maioria dos animais aprasemais de uma mama afetada
na mesma ou na cadeia contralateral. Segundo Fo&01) isto € consequéncia da
disseminagdo das células tumorais tanto por vfatiea quanto por via sanguinea e,
segundo Luiz et al. (2002), por ocorrer anastomdsegasos tanto das mamas laterais
como das cadeias mamarias. De acordo com Linz889)1 citado por Luiz et al.
(2002), além do aumento da irrigacdo, ocorre iraerde fluxo venular e ha uma
propensdo no desenvolvimento de processos inflaimsité hipertréficos glandulares,
que em 50% dos casos, levam a malignizagéo e rdori@nimal pela disseminacéo
tumoral, tanto por via linfatica quanto por via gaimea. Contudo, para afirmar este

processo neste trabalho, seria necessaria reaidag@studos de angiogénese.

Tabela 5 - FreqUéncia de glandulas mamarias afefaela tumor de mama em cadelas
atendidas no Hospital Veterinario da Universidadeddfal Rural de
Pernambuco da UFRPE, Recife, 2003/2005

Glandulas mamarias mais afetadas n %
1D 2 2,15
2D 8 8,60
3D 5 5,37
4D 20 21,50
5D 19 20,43
1E 1 1,07
2E 4 4,30
3E 5 5,37
4E 13 13,97
5E 16 17,20

93 100

1 - 5: sequéncia de mamas de uma mesma cadeialem orescente

no sentido craneo —caudal; D: lado direito; Eoladquerdo.
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Conclui-se que, na populacdo estudada, a ocorréieciamores mamarios nao
foi relacionada aos fatores de risco pseudoges&ag¢éo de contraceptivos hormonais,
mas esta relacionado com a idade avancada e qlaenadignidade dos tumores
observados e a frequéncia de sinais tumorais nasamadjacentes as afetadas,
recomenda-se indicar a pratica de extirpacdo camgdkecadeia mamaria afetada, a fim
de evitar as recidivas e invasdo nos tecidos adjeeediminuindo, portanto, a
possibilidade de futuras metastases e consequeaneragmentando a sobrevida do

animal.
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ESTUDO DE MUTAGCOES NOS EXONS 4 A 8 DO GENE p53 EM UMORES
MALIGNOS EM GLANDULAS MAMARIAS DE CADELAS

Mutations study in_exonégl to 8 of the gene p53 in malignant tumors in

bitches' mammary glands
Souz&, D.M.B.; Barros’, M.G.O; Silva?, J.S.C; Coletd, Z.F.; Adrido® M.;
Wischral®, A.
RESUMO
Os tumores em mamas de cadelas, representam ma@¥dee todos os tumores em
fémeas da espécie canina. Estes tumores apreseatamioria, comprometimento do
DNA, pela influéncia de fatores carcinogénicos dasencadeiam as mutacdes. O gene
p53, conhecido como um gene supressor de tumor, segrdo muito estudado pela
relacdo entre as mutacdes e o aparecimento desteses. Para estudar as mutacoes
nos exos 4 a 8 do gene p53, foram utilizadas 56lascdcom tumores de mamas e 11
normais. O DNA gendmico foi extraido pela técriaaol-cloroférmio e os exons 4 a 8
foram amplificados através da técnica de reacdcaxaia da DNA-polimerase (PCR)
com oligonucleotideos especificos. Dos tumoresisatils, foram escolhidas amostras
de 9 carcinomas e 7 carcinosarcomas com as resggeatiamas normais adjacentes, e
de 6 cadelas normais, cujos DNAs foram sequenciadvsliados quanto a presenca de
mutacdes nos nucleotideos do p53 canino (GenBa®K7819). Foram encontradas
mutacbes em 86,1% das amostras que ap0s 0 sequentaapresentaram, em média
homologia de 86,3% com a proteina p53 canina (G&nBaAAB42022.1). Das
mutacdes observadas, as mais frequentes foramsasnse (74,6 %) e 0s exons mais
acometidos foram 0 5 e 0 8 com 23,2% e 24,9% ddaqgdes, respectivamente. As
alteracdes de nucleotideos mais freqientes foréegdis (C e G) e insercdes (A e T),
que resultaram na maioria das mutacfes missenserefddtados deste trabalho
permitiram concluir que a neoplasia mamaria emlaadem relacdo com mutagdes no
gene p53 e que as mutacdes se encontram principielma regido da proteina que se
liga ao DNA no nucleo celular, o que pode alterafulacionalidade da mesma e

propiciar o crescimento tumoral. As mamas adjacerdes tumores, apesar de
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macroscopicamente e microscopicamente normais, sepen mutacbes que
representam risco de recidivas se ndo forem rasrpghto com o tumor ja existente.
Palavras chave: DNA, neoplasias, PCR, biologia ocutée

ABSTRACT

The mammary tumors are the more frequent neoplasmans, representing more than
50% of all the tumors of the canine females and gaee p53, known as a tumor
suppressor gene, it has been presented mutatilatedrevith neoplasies. To study the
mutations in_exong to 8 of the p53 gene, they were used 50 femaits mammary
tumor and 11 normal ones. The genomic DNA was etdca by the phenol-chloroform
procedure, and amplification of the 4 to 8 exomas through the polimerase chain
reaction (PCR) with specific primers. Among anatyzemors, they were chosen 9
carcinomas and 7 carcinosarcomas with the onegctgp adjacent normal mammas,
and 6 of the normal animals that were sequenciatedutomatic sequencer and
analyzed for the presence of mutations in comparisonucleotides sequence of the
p53 canine (GenBank - S77819). Were found mutatiorB6,1% of the samples that
presented homology (86,3%) with the canine prgp@® (GenBank - AAB42022.1). Of
the observed mutations, the most frequent wereemsgesones (74,6 %) and the most
attacked exons were the 5 and the 8 with, resmdgti23,2% and 24,9% of the
mutations. The more frequent nucleotides alteratiere deletions (C and G) and
inserts (A and T), which resulted in majority oketmutations missense. It concludes
that mammary tumors in canine female has relatidim mutations in the gene p53 and
that the mutations meet mostly in the region ofgihaein that is linked to the DNA in
the cellular nucleus, what it can change the fanetity of the same and to propitiate
the tumor growth. The adjacent mammas to the tundespite macroscopically normal,
present mutations that can represent reincidenaeifnot withdrawn with already
existing tumor.

Key words: DNA, neoplasm, PCR, molecular biology

48



INTRODUCAO

O crescimento do corpo € dado pela multiplicacdocélalas e milhdes de
divisdes celulares ocorrem ao longo da vida de rgaresmo. Cada vez que uma célula
se divide, a molécula de DNA duplica-se para caomatincontrolando a sintese das
proteinas nas células filhas e cada cadeia satgirdolde para producdo de uma cadeia
complementar, resultando em duas moléculas de DbiA exatamente a mesma

informacgéo genética (FARAH, 2000).

Nas glandulas mamarias ocorre um rapido desenvehtion durante a
puberdade, periodo em que a acado estrogénica éuadan contribuindo para a
formacéo de clones de células alteradas que santonddulos hiperplasicos que, sob
acdo de fatores carcinogénicos, sofrem transforesag@&oplasicas. A prolactina e a
somatrofina tém efeito sobre o crescimento dasdglas mamarias, sendo também
estudada sua influéncia sobre as neoplasias mawanias. Assim, o papel hormonal
no desenvolvimento tumoral é indireto, induzindpraliferacdo do epitélio ductal das
glandulas mamarias e, desta forma, propiciandooasligdes necessarias para que
mutacfes genéticas ocorram (NETO, 1992; NETO, 1@REEFE, 1997; PEREZ et

al., 2001; ZUCCARI et al., 2001; CASSALI, 2003; QBBOGA et al., 2005).

O gene é o0 alvo das mutagbes e o dano em suauestpdde abolir a sua
funcdo. O gene p53, conhecido como um gene supress tumor, codifica uma
fosfoproteina tetramérica, que se liga especificden@ao DNA e age como fator de
transcricdo. Cada unidade basica da proteina gbBré&ada por quatro dominios que

representam unidades funcionais distintas, sengart central (localizada entre os
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aminoacidos 100 e 300), responsavel pela capacidadgacdo com a molécula de

DNA (CAVALCANTI JUNIOR et al., 2002).

Em células normais, esta proteina € sintetizaddinc@mente mas, ndo se
acumula em niveis significativos, sendo degradasa pélula em 2-15 minutos. No
entanto, quando as células sdo expostas a agemtesaglificam o DNA, a proteina se
torna estavel e passa a controlar diversos genessgo seus alvos, impedindo a
progressao do ciclo (MUTO et al., 2000; LEWIN, 200EE e KWEON, 2002;
KANAYA et al., 2002; FARIAS et al., 2005). A acaa groteina p53, € de regular a
proliferacéo celular, a estabilidade genémica etencelular programada (KRAEGEL et
al., 1995; CHU et al., 1998; WONG et al., 1999; MEt al., 2000; SETOGUCHI et
al., 2001) reparando o DNA lesado e conduzindo ®@onfator de transcricao
(VELDHOEN e MILNER, 1998; LEE e KWEON, 2002). Umagrde aumento na
quantidade da proteina p53 € observado em muitadaséransformadas ou em
linhagem derivadas de tumores (LEWIN, 2001).

Alguns estudos tém focado a investigacdo da fulsgcgmessora de tumor do
gene p53 na tumorogénese dos canceres caninosnbsimeavarias outras espécies.
Mutacbes neste gene, localizado no cromossomo Xfao e presentes em
aproximadamente 50% dos canceres humanos, seddo mais comum de alteracdes
genéticas no processo neoplasico (MOURA-GALLO t28104).

As mutacbes em p53 encontradas nos mais diverso®réa malignos
analisados sao pontuais e estdo majoritariametdidadas na regido da molécula
altamente conservada, que corresponde ao domirigad@o da proteina com o DNA
(KRAEGEL et al., 1995; CHU et al., 1998; VELDHOENWLNER, 1998; WONG et

al., 1999; MUTO et al.,, 2000; SETOGUCHI et al., 200EE e KWEON, 2002).
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Ocorre, ainda, modificacdo da localizacdo da pmatedlo nucleo para o citoplasma, e
consequente impedimento da sua ligacdo com o DNEAVIN, 2001).

Os tumores em mamas sédo as lesfes mais frequeagel®meas da espécie
canina representando mais de 50% de todos os tapsmedo a incidéncia trés vezes
maior quando comparada com o0os humanos (ITOH et &QO05;
KARAYANNOPOULOU et al., 2005; QUEIROGA et al., 2005

Além dos agentes carcinogénicos (FETT-CONTE e SARL#D02), os tumores
podem ocorrer como conseqiéncia do acumulo deagites genéticas que interferem
no controle normal do crescimento e diferenciagdolar, pela transformacéo de uma
célula maligna através de mdltiplas etapas, chamagaogressao tumoral, que envolve
a ocorréncia de mutacoes, nas diferentes fasegldocelular (DOBSON, 2001). Por
outro lado, a ativacdo anormal dos genes que dantro crescimento celular (LOURO,
2000), resulta em modificagcbes progressivas deodiel celular caracterizadas por
alteracbes na proliferacdo, diferenciacdo e naragé® das células com o meio
extracelular (COTRAN et al., 2000).

Dentre os genes envolvidos nas etapas de desaneoltd do cancer de mama,
0 p53 € 0 gene que se apresenta mais mutado mestead CHU et al., 1998; MUTO
et al., 2000; MOURA-GALLO et al., 2004). As alteges neste gene foram
identificadas em vérios tipos de tumores tanto emmdnos como nos animais, nas
glandulas mamarias de mulheres (MOURA-GALLO et aD04), nos melanonas
(ROELS et al., 2001), no papiloma oral (MAYR et 4994), no adenoma da glandula
perianal (MAYR et al., 1997), nos osteossarcom&I[KOPOULOS et al., 2003), nos
linfoma maligno, leucemia e cancer de colon (SET@QGUet al., 2001) dos caninos.
Nos melanonas felinos (ROELS et al., 2001) e rassimomas cutaneos das células

escamosas nos equinos (PAZZI et al., 1996). A didade destes canceres sugere que o
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p53 ndo esta envolvido em um evento tecido-espegifnas sim em algum controle
geral e bastante comum da proliferacdo celularperda deste controle pode ser um
evento secundario que ocorre para assistir a recdtgdo celular de muitos tumores
(LEWIN, 2001).

As mutacdes podem ser silenciosas, ndo apresengfedo discernivel na
célula ou organismo, ou resultarem em alteracOestasis e/ou funcionais no gene
e/ou seu produto protéico (WALKER e RAPLEY, 1998FAH, 2000).

Todos os tipos de mutacdes, especialmente aquetasendo nas extensas
sequéncias intrbnicas nao codificantes ou extragénde DNA, e as pontuais, no
interior de regides codificantes, podem ser tamb#@emciosas, devido a degeneracéo
do cbdigo genético. Este é o caso daquelas quenageterceira base de um cédon, pois
isto ndo produzira freqientemente, uma alteracaoraem de aminoacidos codificada
pelo gene. Portanto, tais mutacdes séo indetestawvaiivel da proteina, mas podem ser
observadas no nivel dos nucleotideos, pois mumosa@cidos sdo codificados por
mais de um codon. As mutagcdes com sentido erronggense, resultam em alteracao
na sequéncia codificada de aminoacidos, podemradetttividade ou expressao da
proteina codificada e sdo detectadas tanto ao dosshucleotideos como da proteina.
As mutacdes missense podem afetar a estruturaaefioncdo da proteina codificada,
dependendo do aminoacido envolvido e de sua lecd@z (KRAEGEL et al., 1995;
CHU et al.,, 1998; VELDHOEN e MILNER, 1998; WALKER RAPLEY, 1999;
WONG et al., 1999; MUTO et al., 2000; SETOGUCHI att, 2001; KREUZER e
MASSEY, 2002; LEE e KWEON, 2002).

Outras mutacdes, que ocorrem tanto em sequéncdiicantes como nao-
codificantes de DNA, podem afetar o funcionamenéo wiin gene e sua proteina

codificada. MutagBes pontuais na por¢céo codificdetem gene podem criar um cédon
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prematuro de parada (honsense), resultando nassgar de um polipeptideo truncado
e em um fendtipo mutante. Por outro lado, mutaedesegides nao-codificantes podem
alterar uma sequéncia regulatéria funcional, comopwomotor ou sinal de iniciacéo,
levando a um aumento ou diminuicdo da expressamayéimsercoes e delecbes em
regides codificantes e envolvendo multiplos de tésleotideos, podem também
resultar na producdo de polipeptideos com comptmserncorretos. Entretanto,
delecdes ou inser¢cdes nao envolvendo multiplosddenucleotideos, resultardo em uma
mutacdo com deslocamento do quadro de leitura. diééva efetivamente o codigo,
impedindo a expressdo de uma proteina funcionaitoTansercbes como delecbes
podem também afetar a expressdo de determinadq genalterarem seqiéncias
regulatorias associadas ao gene (WALKER e RAPLIP99; KREUZER e MASSEY,
2002).

No desenvolvimento de tumores na espécie caninat@acao da forma “wild”,
ou ndo mutante, do gene p53, ocorre por uma sé&ieecanismos, incluindo as
aberracdes cromossOmicas estruturais como delegaosicbes e translocacao
(KRAEGEL et al., 1995; SETOGUCHI et al.,, 2001; LEEKWEON, 2002). As
mutacfes ocorrem principalmente nos exons 3 — SAEEEL, et al. 1995), entre os
exons 4-7 (CHU et al., 1998), 5 — 8 (HAGA, 20015 e 9 (ALBARIC et al., 2001)
determinando a perda do controle do ciclo celularcemo consequéncia, a
sobrevivéncia das células com alto grau de mutaQ@@eRIKO et al., 2000).

Considerando a relevancia médico-cientifica dosltados obtidos a partir dos
estudos realizados com o gene p53, este trabalhcedbzado com o objetivo de
identificar a frequéncia e os tipos de mutacbeger® p53 em 22 cadelas com cancer
de mama; associar as mutagcdes com os tumores prligarcinoma e carcinosarcoma)

e identificar alteragcbes nas glandulas mamarias rosegpicamente e
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microscopicamente normais, laterais aos tumorssndio ampliar os conhecimentos a
cerca do tumor mamario em cadelas e propiciar gdigsspara o diagnéstico precoce

desta patologia .

MATERIAL E METODOS

Obtencédo das amostras

Foram utilizadas 9 amostras de carcinoma e 7 deortumisto, com as
respectivas mamas normais laterais aos tumoreaneoStras de cadelas normais, sem
nenhum sinal aparente de neoplasia mamaria. Osnértgs das mamas foram
submetidos a exame histopatolégico de rotina paracterizar o tipo de alteracdo
tumoral ou sua auséncia. As cadelas tinham idadeando de 4 a 15 anos (com
neoplasia) e 1,5 a 6 anos (normais) com racasdeaaia

Para analise do DNA os fragmentos coletados (£*}Lémnam acondicionados
em tubos de criopreservacdo e congelados em niimdiguido até a chegada ao

laboratorio, onde foram armazenados a —20 °C @r¢ez

Andlise das mutacdes no gene p53

O DNA gendmico foi extraido no laboratorio de Hegia Animal e Molecular
Aplicada, UFRPE. De cada amostra, utilizou-se @&decido, que foi macerado com
nitrogénio liquido. Apds a completa maceracéo @enscao do nitrogénio, em um tubo
conico (SSI — Scientific Specialities Inc) de 1,5 sevidamente identificado, foram
adicionados 10Qul de TE (Tris, 10 mM - Invitrogen life technologiesEDTA, 1 mM
pH 8,0- Sigma Chemical Co.) e 1Q0 de fenol (Merck) equiliborado em pH 8,0. A
amostra foi homogeneizada por 1 min em um vort&oé€Rix) e centrifugada (SIGMA

2K15) a 17.968 g por 5 min a 4 °C. Em seguida agewdante foi transferido para
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outro tubo ao qual foi adicionado 1QDde fenol-cloroformio (1:1) (MANIATIS et al.,
1998), a amostra foi homogeneizada por 1 min eribeydda a 17.958 g por 5 min. O
sobrenadante foi transferido para outro tubo dewetde identificado onde foram
adicionados 10Qul de cloroférmio (Merck), misturado por 1 min e t@ngado a
17.968g por 5 min. Novamente em outro tubo, devetdm identificado, foram
adicionados: 1Qul de acetato de amonio 3 M (Cromato Produtos QuirbhicDA), 100
pl do sobrenadante do tubo anterior (onde encoet@i3NA) e 10Qul de isopropanol
(Merck). A mistura foi homogeneizada por 1 min euvipada por 30 minutos no freezer
a —20 °C, em seguida, centrifugada a 17.968g pomify o sobrenadante foi
desprezado e o sedimento lavado com @0fe etanol 70% (Merck) por centrifugacao
a 17.968g durante 5 min a 4 °C. O etanol foi rétir@ o sedimento deixado em
temperatura ambiente e ressuspendido em aguapuliaa-O DNA extraido foi
analisado em gel de agarose (Invitrogen life Teldgies) a 2%, com marcador de peso
molecular fago-lambda, corado com brometo de etip@@ analise em luz ultravioleta
e fotografado (ZoomBrowser-Canon — PowerShot S7MDigital Camara) para
verificagdo de sua qualidade.

Os oliginucleotideos para amplificar os exons da 8 do gene p53 foram
desenhados segundo os dados previamente public@idbsket al., 1998) (Tab. 1).

As reagbes de PCR foram realizadas em um voluna di@ 20ul contendo
50ng de DNA gendmico, 20 mM Tris-HCI, pH 8.4; 50 nk€l; 2 mM MgChk, 0,2 mM
dNTP, 10 pmoles de cada oligonucleotideo e 2,%aty-polimerase (Invitrogen Life
Technologies Ltda). As amplificacdes foram feitasm éermociclador (Eppendorf
Mastercycler personal) e consistiram de uma desagda inicial do DNA a 94 °C (2

min), seguida de 35 ciclos de 94 °C (1 min), 1 nonda temperatura de anelamento
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dos oligonucleotideos (55 °, 58 ° ou 60 °C), 72(16in) e um periodo de extensdo
final de 3 minutos a 72 °C (CHU et al., 1998; MU&tal., 2000).
Tabela 1 — Pares de oligonucleotideos utilizadoa pmplificacdo dos exons 4 a 8 do

gene p53 canino através da técnica de reacdo eeiacdd polimerase
(PCR)

Temperatura

Exons Oligonucleotideos de anelamento (°C)

4(s1) 5 CTTGACTCTGGTCTCGCC 58
3" GGGTAGGTCTTCGGGGAA

4(S2) 5. CCCTATCATCCTCTGTCC 58
3": GCCAGCCCCATGGAAACC

5(51) 5 GACCTGTCCATCTGTCCT 58
3" ATAGATGGCCATAGCGCGG

5(52) 5:ACCCCACCCAATACCTG 58
3" GCCTTGTCCCATCTGTAG

6(S) 5 TGATTCCTCCCCGATGGC/ -
3" AGACCCCTCAGATGCCAA

2(S) 5 ACCCTGGGCCTACCTTCTA/ 58
3" AGGGTGGCAGGCAGGTC

8 (S) 5: GCTTCTCTCTTCTCACCTG/ 58
3" CTCCTTCACCTCCTCTTGT

Os produtos de amplificagdo foram analisados petradbreses em gel de
agarose a 2% corado com Brometo de Etidio, visaddz em transluminador de
ultravioleta e comparados com o marcador de pesecoiar 50bp (DNA Ladder,
Invitrogen, USA) e fotodocumentados.

Os produtos obtidos pela PCR foram purificados dsgorotocolo comercial
(PureLink PCR Purification Kit, Invitrogen, USA) @aremocao de sais e residuos de
oligonucleotideos e dNTPs.

O sequenciamento dos produtos de PCR foi realinadGentro de Estudos do

Genoma Humano — Instituto de Biociéncias da Unidatde de Sao Paulo, setor de
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sequenciamento de DNA, onde foram processados eaiersgiador automatico
(MegaBACE 1000) utilizando o DYEnamic ET Dye Teratior Kit (com Thermo
Sequenase™ Il DNA Polimerase). As sequéncias foamalisadas pelo software
Sequence Analyser utilizando Base Caller Cimarrdi?2.3Cada sequenciamento foi
realizado com oligonucleotideos sense e antisense.

As sequéncias obtidas foram analisadas em progragdeascomputacao
especificos. Os arquivos foram lidos e a geracatfitaiaeversa e complementar foi
realizada no CHROMAS (versao 2.01, 2005, copia]iwww.technelysium.com.au).

Os produtos de PCR foram submetidos ao programaSBLABasic Local
Alignment Search Tool , disponivel em: http://wwebnnlm.nih.gov/blast/index.shtml)
para analise de homologia com as sequéncias dig®rinde foram confirmadas as
amostras representativas da proteina expresspp@lda espécie canina.

O alinhamento de nucleotideos/proteinas foi obtattavés de programa
Multalin (CORPET, 1988), disponivel em:
http://prodes.toulouse.inra.fr/multalin/multalimiit Escolheu-se de cada amostra a
sequéncia, sense ou antisengee apresentou a melhor taxa de homologia com as
sequéncias da proteina p53 canina depositadas no nBaBGle
(http://www.ncbi.nlm.nih.gov).

Inicialmente foram alinhadas as amostras de cadelasais para identificar a
regido da proteina mais conservada em cada exoa segjia utilizada para a busca por
mutacdes nas amostras de cadelas com tumor de mama.

Cada uma das amostras foi comparada com a segqid@neigleotideos do gene
p53 canino (GenBank - S77819) a fim de analisadifesencas encontradas entre as

sequéncias, considerando, insercdes, delecdesas tle bases, conforme o cédon.
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A frequéncia dos tipos de mutacdes foi analisadavé@s do teste de comparacao

de proporcdes (REIS, 2003).

RESULTADOS E DISCUSSOES

Das 185 amostras amplificadas (Fig. 1), 174 foraqusenciadas com o0s
oligonucleotideos senstendo 94,0% de aproveitamento e, dentre elas,abhtdstras
(61,5%) apresentaram homologia com a proteina abi®a (GenBank - AAB42022.1).
Das 174 amostras sequenciadas com o oligonucleotitgeiador antisensel69
(97,1%) foram sequenciadas e, destas, 71,0% apaes@nhomologia com a proteina
p53 canina (Tab. 2). A homologia entre as sequéreia proteina foi, em média, de

86,3%, uma taxa alta que demonstra a especificidasi@eligonucleotideos utilizados.

Figura 1 — Foto de gel de agarose a 2% referen@masstras amplificadas com o
oligonucleotideo 4S1.

As sequéncias de DNAs das cadelas normais, tr@ss@m aminoacidos e
alinhadas com a proteina p53 canina, permitiraecieiar as areas mais conservadas
em cada exon e definir a posi¢cdo dos codons n&seigide nucleotideos.

A quantidade de amostras sequienciadas em cadavaxon de acordo com o

grupo estudado (Tab.2), sendo observado um resuitddrior com as sequéncias
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amplificadas com o oligonucleotideo 6S. Neste capesar da amplificacdo ter sido
obtida pela mudanca da temperatura para 55°Cedifedos 58°C propostos por Chu et
al. (1998), a maioria das amostras nao teve seumeecto satisfatorio, demonstrando
uma possivel instabilidade deste exon que de éatosido pouco utilizado pelos autores
(MAYR et al., 1994; KRAEGEL et al., 1995; MAYR et.,a1997) que estudaram as
mutacdes nos sitios quentes do gene p53 canirggjauentre os exons 5 e 8 (CHU et

al. 1998).
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Tabela 2 — NUmero de amostras amplificadas e eavipdra sequenciamento (AS), sequenciadas (Seq) @amologia para a proteina p53 canina

(p53) e respectivos percentuais (%) conforme ogage os exons estudados

CA MNCA CS MNCS CN
EXON

AS Seq % p53 % AS Seq % p53 % AS Seq % p53 % AS Seq % p53 % AS Seq % p53 %

4S1 9 9 1000 9 1000 8 8 1000 7 875 7 7 1000 6 857 7 7 1000 7 1000 6 6 100,0 4 66,7
4S2 8 8 1000 1 125 7 7 100,0 6 857 5 5 1000 O 0 7 7 1000 5 7140 S5 4 800 4 800
5581 5 &5 1000 5 1000 7 7 100,0 6 857 3 3 11000 3 1000 2 2 1000 2 1000 O O 0 0 0

582 0 oO 0 0 0 9 9 1000 5 555 0 O 0 0 0 7 7 1000 3 428 5 5 100,0 5 100,0

6S 1 1 1000 1 1000 9 2 222 O 0 1 1 1000 1 1000 7 4 571 1 143 6 6 100,0 6 100,0
7S 5 4 80 4 80 5 5 1000 5 1000 3 3 1000 3 1000 3 3 1000 3 1000 1 1 1000 O 0
8S 9 9 1000 9 1000 8 8 1000 7 875 7 7 1000 4 57,1 6 6 1000 6 1000 6 6 1000 6 100,0

Total 37 36 973 29 805 53 46 868 36 783 26 26 1000 17 654 39 36 939 27 750 29 28 965 25 893

CA-carcinoma; MNCA- mama normal lateral ao caroma CS — carcinosarcoma; MNCS-mama normal lassratarcinosarcoma; CN — cadelas

normais
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A andlise comparada de 214 sequéncias de nuclestide todas as amostras para cada
grupo e exons, com 0 gene p53, revelou que 32 %d4delas ndo apresentavam alteracbes na
regido conservada de cada exon.

Dentre as mutagdes observadas, as mais frequente®dos os exons, foram as missense
(Tab. 3) para todos os grupos, inclusive com olag@&w de mais de uma mutacdo por exon na
mesma amostra. Estas mutagfes também foram asfregigentes nos tumores estudados por
Wong et al. (1999) e Muto et al. (2000). Por oudao, Muto et al. (2000) identificaram frequéncia
de 20% nas mutagBes missenses, mais baixa do qis@wvadas neste trabalho, porém deve ser
considerado que estes autores utilizaram apenssgé€ncias de trés exons (5, 7 e 8). Enquanto
Kanaya et al. (2002) ndo encontraram mutacdes Balp3umores mamarios em humanos, Chu et
al. (1998) identificou 15% de mutac¢des no p53 @wsicomas.

A alta frequiéncia de amostras com mutacdes (85%)cadelas com tumores, tanto nas
mamas afetadas como nas aparentemente normaisam@sapaos resultados obtidos por outros
autores pode ser devido ao estagio de desenvoltont®s tumores que se encontravam bastante
adiantados, até 20 cm de didmetro, sem o riscood&aminagcfes por células ndo neopléasicas
conforme foi salientado por Chu et al. (1998). @&ras autores ndo fizeram mencgéo sobre as
caracteristicas macroscopicas dos tumores (MAY&. £1994; KRAEGEL et al., 1995; MAYR et
al., 1997; CHU et al., 1998; WONG et al., 1999; MW@t al., 2000).

As mamas normais laterais aos tumores apresentaratacfes missence similares as
encontradas nos tumores estudados (Tab. 3), dermodstque as alteracées podem estar presentes
precocemente nos tecidos, antes mesmo que possadeteetadas no exame citolégico ou
histopatoldgico.

Com relagdo as mutacdes nonsense, apesar de t@@mid® em pequeno numero,
observou-se gue todos os casos foram referentam@stras de mama normal das cadelas que ja

apresentavam carcinomas ou carcinosarcomas. Ang@eskestas mutacdes pode representar um
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alto risco de aparecimento do tumor nestas manoés.as mutacdes nonsense inserem um codigo

de parada na traducdo do RNA e, portanto, o peptopleto ndo se forma.

Tabela 3 — Numero (n) e porcentagem dos tipos déagdes encontradas nas sequéncias
amplificadas para 7 exons do gene p53 canino, omef@ grupo de tumor de mama

canino

Tipos de CA MNCA CS MNCS Total %

mutagoes n % N % N % n % n
Missence 31 70,4 46 73,0 38 86,4 44 73,3 159 74,6
Nonsense 0 0 5 7,9 0 0 4 6,7 9 4,2
Silenciosa 1 2,3 2 3,2 5 6,8 5 8,4 13 6,1
Sem alteracéo 12 27,3 10 15,9 3 6,8 7 11,6 32 15,1
Total 44 100,0 63  100,0 44 100,0 60 100,0 213 100,0

CA-carcinoma; MNCA- mama normal lateral ao caromag CS — carcinosarcoma; MNCS-mama normal latsoal

carcinosarcoma

Considerando as mutacgdes identificadas neste efladho 4), os exons 5S1 e 8S foram o0s
mais alterados com 23,2% e 24,9% das mutacOesatespmente, estando de acordo com o0s
resultados obtidos por Chu et al. (1998), Mutole{Z000) e Lee e Kweon (2002), que afirmaram
ser 0s exons 5, 7 e 8, regides de sitio quentegsanautacfes. Por outro lado, Mayr et al. (2000)
estudaram o exon 1 e nao detectaram mutagdestrexdtie do gene, o que corrobora as afirmacoes
dos outros autores sobre os sitios quentes. AplEsaexons 5 e 8 terem apresentado a maior
ocorréncia de mutacdes, os resultados deste tmablaimonstraram que ha uma taxa de mutagéo
relevante no exon 4 (8,8% - 4S1 e 16,6% - 4S2)edtado realizado por Setoguchi et al. (2001),
com Vérios tipos de tumores caninos, foram idexaifos 49 mutacdes e destas 37 (75,5%), estavam
localizadas na area de dominio central do genecpbBo, que corresponde aos exons 4 a 8 do

gene p53 humano, os mesmos utilizados neste estgde apresentaram 85% de mutacgdes.
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Tabela 4 — Numero e percentual de mutacdes endastem cada exon do gene p53 de mamas
caninas com tumores

Classificagcao da mutacao

Exon
Missence Nonsense Silenciosa Total %
451 16 0 0 16 8,8
452 23 3 4 30 16,6
5S1 38 0 4 42 23,2
5582 3 1 13 7,2
6S 4 0 0 4 2,2
7S 27 0 4 31 17,1
8S 42 3 0 45 24,9
TOTAL 159 9 13 181 100,0

Considerando as mutacdes missenses e nonsensafieragdes de nucleotideos mais
freqlentes foram as dele¢des de G (13,9%) e CYdZas insercdes de A (10,7%) e T (13,3%). A
partir destes resultados foi possivel identificarnaudancas nas bases e consequentemente nos
aminoacidos.

Quando a insercao ou delecdo ocorreu na tercaga ® ndo alterou o aminoacido,
foi considerada silenciosa (7,18%), por outro lgdando estas mutacdes alteraram a leitura dos
coédons subsequentes, foram consideradas misse&teguchi et al. (2001) observaram que a
delecao de uma base (G) resultou na alteracaodasibioacidos da sequéncia da proteina.

Nas trocas das bases, detectou-se, na maiorigvérades (22,1%) e menor numero de
transicbes (12,7%), discordando dos achados deelL&&veon (2002) que encontraram maior
porcentagem (16,66%) de transicdo. Comparando ogogrestudados, observou-se que esta
proporcao se manteve exceto para as mamas acosnptid@garcinoma, onde as transi¢cdes foram
em maior namero.

Na Tabela 5 estdo apresentadas as trocas de amdo®d@te ocorreram em funcdo das

mutacdes observadas nos diferentes exons e gipepeticdo da mutacdo nos mesmos codons de
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um exon se identifica com o0s pontos quentes sgjed® alteragbes génicas, sugerindo que
ocorreram alteracdes na funcéo da proteina p53.

Foram consideradas as mutagbes nos pontos quemtgeng p53 canino, aquelas que
apresentavam mais de uma alteracdo no mesmo codéws carcinomas 0s coédons que
apresentaram mais de uma mutacdo e suas respettidsicas de aminoacidos foram o 109
(Val->Ser ou VabGly), 230 (Gly—»Val ou Gly—Asp), nas mamas normais laterais ao carcinoma
as alteragBes ocorreram nos codons 77-@ys ou Lew-»Thr), 96 (Phe>Val ou Phe-»Leu), 134
(Glu—Stop ou Glu~Ala), 138 (Arg—Ser ou Arg-Cys), 232 (Asr>Thr) e 244 (Arg~>Glu ou
Arg—Stop). Nos carcinosarcomas 0s codons mais acomet@lmutacdes foram o 35 (Aspet),

93 (Asn—Ser), 109 (VabSer ou VabGly), 212 (Arg—Pro) e 251 (Glw»Val ou Glu—Asn). Nas
mamas normais laterais aos carcinosarcomas os apensofreram mais alteracbes foram o 35
(Asp—Met), 73 (Arg—Val), 77 (Leu—»Thr ou Leu—»Cys), o 87 (Trp>Stop ou Trp~>Cys), 135
(Val—Asp), 230 (Glu»Asp ou Glu—-Val), 231 (Arg—Leu ou Arg—Leu) e o0 252 (Asmlle ou
Asn—Lys), conforme tabela 5.

Apesar da existéncia de repeticbes de mutacdesesmancddon, foi demonstrado que ha
uma variagdo entre os cédons mutados, pois, coefétainaut e Hollstein (2000), as mutacdes

podem estar distribuidas em mais de 250 c6don&3la p
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Tabela 5 — Descri¢cdo das mutacées com as respeattesacoes nos aminoacidos e codons de cada

exon e grupo de tumores de mama em cadelas

Grupos
Exons CA MNCA CS MNCS
AA Cdodon AA Cddon AA Cddon AA Cddon
GAT—-ATG 35 CCA—ACCA 14 CTA—-TAG 29
4S1 Asp—Met - - Pro—Thr Leu—Thr
GTG—-AGTG 16 GAT—ATG 35
Val—Ser Asp—Met
CCA—CACA 22 GAT—ATG 35
Pro—His Asp—Met
GAG—AGAAG 23 GCT-TCT 36
Glu—Arg Ala—Ser
GAT—ATG 35 AGG—ACG 38
Asp—Met Arg—Thr
GAT—ATG 35
Asp—Met
4S2 TTGC->GTTC 76 CGT-GTT 73 TTC—-TCC 72
Phe-Val Arg—Val Phe-Ser
CTG-TGC 77 CGT-GTT 73
Leu—Cys Arg—Val
CTG—ACTG 77 CGT-GTT 73
Leu—Thr Arg—Val
GCC—AGCC 82 CTG—>ACTG 77
Ala—Ser - Leu—Thr
GTT-GCTT 85 CTG-TGC 77
Val—-Ala Leu—Cys
TGG-TGA 87 ACT—CCT 86
trp—Stop Thr—Pro
TGG-TGA 87
Trp—Stop
TGG-TGA 87
Trp—Stop
TGG-TGC 87
Trp—Cys
581 CCHCTC 90 AAG—AGA 94 TCC—GCC 89 GTC—TCA 109
Pro—Leu Lys—Arg Ser—Ala Val—-Ser
CTC—ATC 91 TTG—ATT 95 TCC—GCC 90 AAT —AAGT 116
Pro—lle Leu—lle Ser—Ala Asn—Lys
CTC—CATC 92 TTT-GTG 96 AAC—AGC 93
Leu—His Phe-Val Asn—Ser
AAG—AGA 94 TTT-TTA 96 AAG—AGT 94
Lys—Arg Phe-Leu Lys—Ser
GTC—TCA 109 TGC—TTG 97 CAG—AGC 98
Val-Ser Cys—Leu Gln—Ser
GTC—TCA 109 GTC—TCA 109 TGC—-GCC 103
Val—Ser Val—Ser Cys—Ala
GTC—TCA 109 AGC—ATC 110 TGG-TGT 108
Val—Ser Serlle Trp—Cys
GTC—TCA 109 AAT —AAGT 116 GTC—TCA 109
Val-Ser Asp—Lys Val—Ser
GTG-GGG 109 GTC—GGT 109
Val—-Gly Val-Gly
AAT —-AAGT 116
Asn—Lys
582 GTG-TGTG 132 AAG—TAA 127
Val—-Cys Lys—Stop
GAG—TGAG 134
Glu—Stop GTT-GATT 135
- GAG—-TGAG 134 - Val—Asp
Glu—Stop GTT-GATT 135
GAG—GCAG 134 Val—Asp
Glu—Ala
GAG—GCAG 134
Glu—Ala
CGC—-TCGC 138
Arg—Ser
CGC-TGC 138
Arg—Cys
CAC—ACC 141
His—>Thr
6 CTG-TGG 170 - - CTG->TGG 170 GTG->GGTG 181
Leu—Trp Leu—Trp Val—-Gly
7 ACC—CAT 195 TCT-TTG 191 CCA—-CTA 186
Thr—His Se—leu Pro—Leu
AAC—CAAC 199 ACC—AAC 194 GAG—CAG 188 - -
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Asn—GIn Thr—Asp Glu-GIn
ATG—ATTG 207 ACC—CAT 195 ACC—CCAT 195
Met—lle Thr—His Thr—Pro
GGA—-GAG 208 ATC—-TATC 218 TGT-TCGT 202
Gly—Glu lle—Tyr Cys—Ser
AAC—AAAC 211 CGG—CGT 212
Asn—Lys Arg—Pro
CGG-TCGG 213 CGG—CGT 212
Arg—Ser Arg—Pro
ACT—AACT 217
Thr—Asn
ACC—AAC 220
Thr—Asn
GGA-GTA 230 CTG-TCTG 229 GGA —GAC 230 GGA—GAC 230
Gly—Val Leu—Ser Gly—Asp Gly—Asp
GGA—-GAC 230 GGA—GAC 230 CGC—-GCGC 231 GGA—-GTA 230
Gly—Asp Gly—Asp Arg—Ala Gly—Val
GAC—AGA 245 AAC—ACA 232 GAC—GAGC 245 CGC-GCGC 231
Asp—Arg Asn—Thr Asp—Glu Arg—Ala
GAG—GTAG 251 AAC—ACA 232 GAG—GTAG 251 CGC—-CTGG 231
Glu—Val Asn—Thr Glu—Val Arg—Leu
GAG—AGG 258 AGC—ATGC 233 GAG—GATG 251 AAC—ACA 232
Glu—Arg Ser—Met Glu—Asn Asn—Thr
CGC-GCGC 237 AAT SATAT 252 AGC—ATGC 233
Arg—Ala Asn—lle Ser—Met
GTT—AGCTT 238 GTT—AGCTT 238
Val—-Ser Val-Ser
CCC—CACC 242 CGC—CGTC 246
Pro—His Arg—Val
AGA—GAAGA 244 CGG—-CCGG 247
Arg—Glu Arg—Pro
GAG—-TGAG 250 AAT AT 252
Arg—Stop Asn— lle
AGA—TAGA 244 AAT -AAGT 252
Arg—Stop Asn—Lys
GAC—GAGC 245 AAG—AATG 255
Asp—Glu Lys—Asn
AAG—TAAG 256
Lys—Sotp
GAG—AGC 258
Glu—Ser

As mutacdes missense e nonsense nas sequénciagteoalmproveniente de tumores

mamarios podem resultar em alteracdes na estristdimensional da proteina p53. Wong et al.
(1999) demonstraram que proteinas p53 mutantespicie humana, apresentam alteracdes no
dominio central de ligacdo ao DNA que comprometeism conformacdo e conseqientemente a
atividade da proteina. Estes mutacfes estdo rettas especialmente com os codons 248 e 273,
que codificam o amino&cido arginina, responsavkl [igacdo da proteina ao DNA (Fig. 2) e os

codons 143 e 175 que garantem a conformacao adeqaeal esta ligacdo (LEVINE, 1997).
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Figura 2 — Esquema ilustrativo da proteina do p&®3dno e os aminoacidos da area de dominio
central de ligacdo ao DNA com seus coédons 120, 2Z8¢ 277, 0s quais correspondem
aos codons 83, 212, 237 e 241, respectivamentspéie canina.

Fonte: http://www.geocities.com/apinop_hospitaléesaer/pic03.html
Considerando a homologia existente entre as segi$écaninas (Tab. 6) e entre diferentes
espécies para o gene p53 (Fig. 3), foi realizadtinhamento das seqiéncias dos nucleotideos do

gene p53 depositadas no GenBank para as espéamaucanina, suina, ovina, bovina, eqtina e

murina a fim de detectar o percentual de homoldgsias com a sequiéncia de p53 utilizada para as

analises deste trabalho. A homologia observada exstrespécies humana e canina foi de 86%,

estando acima do relatado por Chu et al. (1998, identificaram 81% e Setoguchi et al. (2001),

79,7%, porém similar a Veldhoen e Milner (1998) geiataram 86,3% de homologia entre o gene

p53 canino e humano. Além da espécie humana obsergae ha alta homologia deste gene canino

com 0 mesmo gene de equinos (88%), suinos (86%)ooe bovinos (84%) e camundongos e

ratos (81%).

As seqliéncias do gene p53 sdo compostas de 8ZBrauBigotideos, respectivamente para

canino e humano, sendo que o trecho com identiddtieda no BLAST, foi de apenas 626

nucleotideos, Veldhoen e Milner (1998) e Kraegehlet(1995) justificaram esta diferenca de
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tamanho nas seqiiéncias como sendo devida a deleg®esgides ricas em prolina do p53 canino,
gue ocorreram durante a evolugao.

A partir desta homologia com a espécie humana dssipel analisar os cédons que na
espécie canina estdo relacionados com a ligacgwotieina ao DNA (Fig.2), ou seja, 212 e 237,
bem como os responséveis pela conformacéo estrgtugaestado nas posicdes 106 e 138, todos no
dominio central da ligagdo ao DNA. Apesar de apexlgemas amostras terem apresentado
mutagdes nestes codons, a maioria das alteract@msaiearam em cdédons proximos e, além disso,
as insercdes e delec¢des de nucleotideo, predor@antre as mutacées missenses, provavelmente
acarretam a leitura incorreta da sequéncia e cdraggicomprometimento da estrutura e fungéo do

peptideo (WALKER e RAPLEY, 1999; KREUZER e MASSEXQ02).
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LW/SSPPPPNTCVRANMAI YKKSEFVTEVVRRCPHHERCSDSSDGL APPQH
LW/DSTPPPGTRVRANVAI YKQSQHMI EVVRRCPHHERCSD. SDGLAPPCH
LW/DSPPPPGTRVRANAI YKKL EHMI EVVRRCPHHERSSDY SDGL APPCQH
LW/DSPPPPGTRVRANVAI YKKL EHMI EVVRRSPHHERSSDY SDGL APPCQH
LW/SSPPPPGTRVRANMAI YKKSEYMIEVVRRCPHHERSSDYSDGL APPCQH
LWTSTPPPGTRVRANMAI YKKSCHMTIEVVRRCPHHERCSD. GDGLAPPQH
LW/SATPPAGSRVRANVAI YKKSCQHMIEVWVRRCPHHERCSD. GDGLAPPCH
LLVSSPPPPGTRVRANVAI YKKSEFMIEVVRRCPHHERCSDSSDGL APPCQH
LwsspPPpgt r VRAMAI YKks#. niTEVVRRCPHHERCc SD. s DGLAPPH

201 v

LI RVEGNLRAKYL DDRNTFRHSVVWPYEPPEVGSDYTTI HYNYMCNSSCM
LI RVEGNLRVEYLDDRNTFRHSVVWPYEPPEVGSDCTTI HYNYMCNSSCM
L1 RVEGNLRAEYL DDRNTFRHSVVVPYESPEI DSECTTI HYNFMCNSSCM
L1 RVEGNLRAEYFDDRNTFRHSVVVPYESPEI ESECTTI HYNFMCNSSCM
LI RVEGNLRAEYL DDRNTFRHSVVWPYEPPEVGSDCT TI HYNFMCNSSCM
LI RVEGNPYAEYL DDRQTFRHSVVWPYEPPEVGSDYTTI HYKYMCNSSCM
LI RVEGNLYPEYLEDRQTFRHSVVWPYEPPEAGSEYTTI HYKYMCNSSCM
L1 RVEGNLRAEYL DDRNTFRHSVVVPYEPPEVGSDCT TI HYNFMCNSSCM
LI RVEGN r ae YL#DR#TFRHSVVVPYEpPPEVgSH#c TTI HYNYVCNSSCM

251 v

GGWNRRPI LTI | TLEDSSGNVL CRNSFEVRVCACPGRDRRTEEENFHKKG
GGWNRRPI LTI | TLEDSSGNLLGRNSFEVRVCACPGRDRRTEKENLRKKG
GGWNRRPI LTI | TLEDSCGNL L GRNSFEVRVCACPGRDRRTEEENLRKKG
GGWNRRPI LTI | TLEDSRGNL L GRSSFEVRVCACPGRDRRTEEENFRKKG
GGWNRRPI LTI | TLEDASGNL L GRNSFEVRVCACPGRDRRTEEENFLKKG
GGWNRRPI LTI | TLEDSSGNL L GRDSFEVRVCACPGRDRRTEEENFRKKE
GGWNRRPI LTI | TLEDSSGNL L GRDSFEVRVCACPGRDRRTEEENFRKKE
GGWNRRPI LTI | TLEDSSGNL L GRNSFEVRVCACPGRDRRTEEENFRKKE
GGWNRRPI LTI | TLEDSs GNl L GR# SFEVRVCACPGRDRRTEEENS r KKg

150

200

250

300

Si mbol os do Consenso: ! =1 ouV; $ =L ou M

%= F ou Y; # = qual quer NDQEBZ

Figura 3 - Alinhamento das seqiiéncias de aminoaadqroteina p53 de diferentes espécies, com

destaque (barra) aos dominios (Il a V) que se wenaitin conservados entre as espécies.
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Tabela 6- Relacdo de tamanho em aminoacidos (a&centual de homologia entre as sequéncias
de p53 canina depositadas no GenBank

Nome Tamanho(aa) Nome Tamanho(aa) Homologia (%)
AAB42022.1 276 AAB16961.1 285 94
AAB42022.1 276 AAC37335.1 281 74
AAB42022.1 276 AADA42225 246 79
AAB42022.1 276 AAC16909 381 100
AAB42022.1 276 BAA78379 381 100
AAB16961.1 285 AAC37335.1 281 71
AAB16961.1 285 AADA42225 246 77
AAB16961.1 285 AAC16909 381 92
AAB16961.1 285 BAA78379 381 92
AAC37335.1 281 AAD42225 246 99
AAC37335.1 281 AAC16909 381 100
AAC37335.1 281 BAA78379 381 100

AAD42225 246 AAC16909 381 99
AAD42225 246 BAA78379 381 99
AAC16909 381 BAA78379 381 99

Os resultados deste estudo indicaram que as d@leap gene p53 estdo envolvidas na
carcinogénese do tumor mamario canino. Além disso,alteracbes podem estar presentes
precocemente nos tecidos, pelo fato das mutacies ®@do detectadas ndo somente nos tumores,
mas também nas mamas macroscopica e histologicamemhais, laterais aos tumores. Isto pode
justificar a retirada cirargica de toda a cadeiand@ada do lado afetado a fim de evitar as recidevas
servir como uma ferramenta de diagndstico precac® fpmores mamarios caninos.

O conhecimento dos eventos moleculares da tumoesgéranina ira proporcionar melhor
entendimento do cancer nesta espécie. Considerprelos cades apresentam frequéncia de tumor
mamario maior do que na mulher e que dividem corhursanos o mesmo habitat e, em alguns
casos, estdo sujeitos aos mesmos fatores de dista, (fatores ambientais, estresse, etc), e ue h
uma alta homologia da p53 canina com a humana, gediedicada a utilizagdo da espécie canina

como modelo de estudo para as neoplasias de mamanhu
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5 CONSIDERACOES FINAIS

A alta malignidade dos tumores mamarios em cadel@®provada neste trabalho pela
presenca de carcinomas e carcinosarcomas em megoehcia, ressalta a importancia dos estudos
a respeito desta patologia nesta espécie, umauweza@nprometem a qualidade de vida destes
animais. E importante considerar que a deteccdo céelas neoplasicas em mamas
macroscopicamente normais reflete a importanciaeteada precoce das mamas adjacentes, em
animais que apresentam nédulos mamarios.

O envolvimento do gene p53 no controle das ne@ddsrna-se notorio, especialmente nas
mamas afetadas, mas também como indicativo predecemutacbes em mamas que Sao
consideradas histologicamente normais.

Diante dos resultados encontrados podemos consaleesquisa com o0 gene p53 de grande
importancia para o estudo e conhecimento dos a@scer

Fundamentalmente a identificacéo precoce destacdpearece de respostas rapidas, a fim
de controlar seu desenvolvimento e evitar que sutreas sejam atingidas através das metastases.

O sucesso do tratamento esta diretamente reladoo@au o diagnostico tumoral, muito
antes que tenham a chance de se transformar emaraogega a vida. E o conhecimento da biologia
molecular, permite melhor compreensédo dos mecasigmeolvidos na carcinogénese, tornando-se
um importante instrumento para aprimorar e padesniécnicas de deteccdo das mutacbes que
desencadeiam a progressao tumoral.

A importancia médica deste gene € inegavel, petacd& de mutacdes nos tecidos
tumorais estudados indicando ser um alvo perfata prevencéo, estimulando as abordagens de
terapia génica.

Este trabalho caracteriza o inicio de uma linha pgsquisa, cujos resultados seréo
necessarios para que o conhecimento e, principémenentendimento perfeito de todas as

possibilidades de interacdo de um determinado @geneseu sistema, possa estabelecer uma

74



metodologia de reparo genético de um desarranmdnal, visando o restabelecimento do fenotipo
normal fisiolégico ou, no caso das células tumora&i exterminio, levando-as a apoptose, ao
mesmo tempo que se poupa as células normais aodelds.

A historia da biologia molecular e de sua evolug&aberante nesta Ultima década traz
inimeras possibilidades futuras de entendimentopd&ole e de cura, a qual nada mais € do que o

restabelecimento da fungcdo normal de qualqueraélul
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7ABSTRACT

The mammary tumors in bitches has high incidencenaalignancy being provoked by several risk
factors including age, hormonal activity, nutritjorvirus, exogenous progestagen and
pseudopregnancy. The gene p53, known as a supprgese of tumor, has been presented
mutations related with neoplasies. In this worlk, goal was to characterize the mammary tumors in
bitches, evaluate the implication of the laterahmaa to the tumor and the risk factors involvement
on the occurrence of the tumors; analyze the géBeip the region among exons 4 and 8 and to
relate the malignant tumors and normal mammas thghoccurred mutations in this gene. Were
used 50 bitches with mamma tumor and 11 normal treswere attended in Veterinary Hospital
of the University Federal Rural of Pernambuco. Thweye harvested samples of the tumors and of
the adjacent, clinically normal mammas, as welha@smmas biopsies of the normal bitches, for
histopathologics analysis according to the roupnecedures. Other fragments were collected for
extraction of the DNA, amplification of the exong the polimerase chain reaction (PCR) with
primers specific. The animals went of varied rabasing age comprehended between 4 and 19
years for the bitches with tumor and between 7 hand 6 years for the normal bitches, and the
of age band between 9 and 13 years was to whatrdduced the biggest neoplasic frequency
(48%). Of the 50 mammary alterations, 68% wereinasarcoms24% were carcinomas, 2%
benign mixed tumor, 2% hemorrhagic, 2% fibrosisesl 2% were unspecific inflammatory
processes. There was no difference in the relatimaong risk factors and the tumors occurrence in
the bitches. Of the lateral mammas to the tumast,36% were normal, 48% presented carcinoma,
6% carcinosarcom2% hiperplasy, 2% fibrosis and in 6% the matesiat not enough to guarantee
the diagnosis. They were chosen samples of 9 @anzia and 7 _carcinosarcomgh the respective
adjacent normal mammas, and of 6 normal bitcheghaliere sequenceted in automatic sequencer
and analyzed for the presence of mutations in cosgwato nucleotides sequence of the dog p53
(GenBank- S77819. Were found mutations in 85,0% of the sampled tifter sequencing
presented homology with the canine protein p53, 86{3% on an average (GenBank
AAB42022.]). Of the observed mutations, the most frequeneweissense and the most attacked
exons were the 5 and the 8 with, respectively, @3ghd 24,9% of the mutations. nucleotides
alterations more frequent were deletions (C andr@l)inserts (A and T), which resulted in majority
of the mutations missensk concludes that in the studied animals thers m@ interference of the
contraceptives pseudopregnancy factors and useiagpearance of the tumors, but that the age is
an important factor, being, however, the consideseldlanced age a factor of elevated risk.
Considering the tumors high frequency in the ldtemammas to neoplasics and the mutations
occurrence in the genes of these samples, it stgythes in extirpation of the tumor be extract the
complete lateral chain to avoid reincidence. Thdatmns high incidence in the segment of the
gene that it transcribes the part of the proteat it linked to the DNA, it suggests the possipitit

the alteration in the functionality of the protewhat is emphasized by the high malignancy of the
studied tumors.

Key words: cancer, pathology, molecular biologyopiasm, PCR, DNA
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8 ANEXO

FICHA DE ACOMPANHAMENTO DO PROJETO NEOPLASIA MAMARI A

Data: [ [/
Ne° da ficha:

N° do Prontuéario:

Nome do animal: Idade:

Raca: Pelagem:

Proprietario:

Endereco:

CEP: Fone:

E-mail:

Anamnese

Sinais:

Sintomas:

Inicio:

Alimentacdo: ( ) Racéo - Marca comercial:

() Caseira - Qual?

Perda de peso: ( ) Sim ( ) N&o Intoler@m@@ exercicio: () Sim () Nao

OSH anterior: () Sim () N&o

Inicio da puberdade:

N° de cios: Intervalo entre ciclos:
N° de gestacoes: Intervalo entre gestacdes:
Periodo de desmame: Abortos:

Dificuldade reprodutiva:

Tempo de ciclo reprodutivo:

Apresentou pseudogestacio:

Aplicac&o de anticoncepcional: ( ) SIM () NAQual:

Quantas vezes:

Histoérico familiar de tumor mamario:

Histérico de mastite:

Fez exames radiograficos:

Ja fez mastectomia:
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Massa tumoral

D
A A
Z NN
o 1 O
O 2 O
o 3 O
O 4 O
O 5 O
S D
| |
Caracteristicas do tumor
Mobilidade S n
Ulceracao s n
Eritema s n
Aderéncia da pele S n
Infeccao S n
Envolvimento de fascial s n
ou musculo
Dor local S n
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