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RESUMO

Sabendo-se da influência das mutações no gene
TP53 no desenvolvimento das neoplasias e da discrepância
entre os resultados obtidos pelas técnicas de sequenciamento e
imunoistoquímica, esta pesquisa teve como objetivo relacionar
a sequência do TP53 com a imunorreatividade da p53. Foram
obtidas amostras de linfoma de 12 cães. O diagnóstico
histopatológico foi determinado pela classificação de Kiel. O
imunofenótipo e a imunomarcação da p53 foram determinados
por imunoistoquímica. Para reação com a p53, utilizou-se
anticorpo policlonal anti-p53 (CM1) na diluição de 1:500. A
região do gene TP53 compreendida entre os exons quatro e
nove foi amplificada por PCR e submetida ao sequenciamento.
Apesar dos resultados obtidos pela imunoistoquímica, nenhuma
mutação foi encontrada nas sequências analisadas. Conclui-
se que a imunorreatividade da p53 pela imunoistoquímica
não pode ser atribuída à presença de mutações no domínio
central do gene TP53.

Palavras-chave: cão, imunoistoquímica, linfossarcoma, p53,
sequenciamento.

ABSTRACT

TP53 mutations are usually involved in cancer,
but sequencing and immunohistochemistry results are often
controversial. Thus, the aim of this study was to associate TP53

sequence with p53 immunostaining in dogs with lymphoma.
Tumor samples  were collected   from 12 dogs  with lymphoma
and were included in this study. Histopathological diagnosis
was performed according to Kiel classification.
Immunohistochemistry was performed to identify
immunophenotype as well as p53 expression. Polyclonal
antibody anti-p53 (CM1) was used at a 1:500 dilution. The
region that encompasses exons 4-9 was amplified by f PCR
reactions and sequencing was then performed. Nevertheless,
gene mutations were not observed in any sequence. In
conclusion, immunoreactivity of p53 by means of
immunohistochemistry should not be indicator of presence of
mutations in the core domain of TP53 gene.

Key words: dog, imunohistochemistry, lymphosarcoma, p53,
sequencing.

Mutações no gene supressor de tumor
TP53 nem sempre apresentam resultados compatíveis
com a imunorreatividade da p53, e essa discrepância
tem sido alvo de crescente interesse nas pesquisas
relacionadas ao gene (CESARMAN et al., 1993;
MARTINEZ-DELGADO et al., 1997; OKA et al., 1998).
Sabendo-se da influência das alterações do gene TP53
no desenvolvimento das neoplasias, este trabalho teve
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como objetivo determinar se a imunorreatividade da
p53 pela imunoistoquimica está relacionada a mutações
no domínio central do TP53, em cães com linfoma.

Foram selecionados 12 cães com
diagnóstico citológico de linfoma, com ou sem raça
definida, entre machos e fêmeas, atendidos em um
hospital veterinário, durante os anos de 2006 e 2007. O
estadiamento clínico do linfoma foi estabelecido para
cada paciente. Os animais foram tratados com protocolo
de quimioterapia constituído de sulfato de vincristina,
L-asparaginase, ciclofosfamida, doxorrubicina e
prednisona. Antes do tratamento, amostras de neoplasia
foram obtidas mediante biópsia incisional. Empregou-
se a classificação histopatológica de Kiel (LENNERT
& FELLER, 1990), proposta para os linfomas não
Hodgkin humanos. A determinação do imunofenótipo
e a imunomarcação da p53 foram obtidas mediante
técnica de imunoistoquímica, sendo utilizado anticorpo
primário específico para cada reação.

Para determinação da imunorretividade da
p53, utilizou-se o anticorpo primário policlonal anti-
p53 (cód. NCL-p53-CM1, Novocastra), na diluição de
1:500, e o kit EnVision Dual-link (cód. K4063,
DakoCytomation). As lâminas foram avaliadas por
microscopia de luz. A avaliação da reatividade da p53
foi realizada pela contagem de todas as células
presentes em cinco campos aleatórios em objetiva de
40x e as células positivas para o anticorpo. Esses
valores foram transformados em percentual de células
positivas. Considerou-se como reação positiva para a
marcação da p53 apenas os linfomas que apresentaram
o percentual mínimo de 5% de células positivas. As
extrações dos DNAs genômicos das amostras de
neoplasia foram realizadas utilizando-se o kit DNeasy
Blood and Tissue (cód. 69506, Qiagen). Para as reações
de PCR, foram confeccionados quatro pares de
oligonucleotídeos iniciadores, a partir da sequência de
nucleotídeos depositada no GenBank
(www.ncbi.nlm.nih.gov) do National Center for
Biotecnology Information (NCBI), acesso nº U62133
(P1F 5’-CCCTACAGTCTTCGGAGCTG-3’, P1R 5’-
AGACGCTCAACTGCTGAGCTG-3’, P2F 5’-
CAGCTCAGCAGTTGAGCGTC-3’,  P2R 5’-
AAGGCACCACCACACTGTGTC-3’, P3F 5’-
TGTGGTGGTGCCTTATGAGCC-3’, P3R 5’-
GACTCCTAGCCACCCTCATC-3’, P4F 5’-
ATGAGGGTGGCTAGGAGTCAG-3’ P4R 5’-
AGCCTTGGTACCTGAAGGG-3’). Utilizou-se a enzima
Platinum Taq DNA Polymerase high fidelity (cód.
11304-029, Invitrogen), considerada de alta eficiência
na detecção de mutações pontuais. Os produtos
obtidos foram purificados com o kit QIAquick PCR
Purification (cód. 28104, Qiagen) e sequenciados em

duplicata a partir do sistema de capilar MegaBACE
1000 (GE Healthcare). As sequências foram alinhadas
com a sequência do cromossomo cinco do cão
depositada no GenBank, (ref. NC_006587/Canis
familiaris chromosome 5, whole genome shotgun
sequence), com auxílio do programa Molecular
Evolutionary Genetics Analysis (MEGA), versão 4.0.

A distribuição dos animais com relação à
raça, ao sexo, à idade, à localização anatômica, ao
estadiamento clínico, ao tempo de sobrevida, à
classificação histopatológica (morfologia celular e grau
de malignidade), ao imunofenótipo e à reatividade da
p53 é apresentada na tabela 1.

A superexpressão da p53 por
imunoistoquímica é usualmente atribuída à presença
de mutações no gene que a codifica, aumentando a
meia-vida da proteína entre oito e 12 horas
(MARTINEZ-DELGADO et al., 1997). Apesar dos
resultados obtidos pela imunoistoquímica, nenhuma
mutação foi encontrada nas sequências analisadas. A
forte positividade na maioria das células tumorais
também pode estar associada com a estabilização da
proteína por outro mecanismo diferente de mutação
(HALL & LANE, 1994). Dentro desse contexto,
CESARMAN et al. (1993) analisaram a expressão da
p53 em 15 amostras de linfomas anaplásicos humanos
e observaram positividade em todos os casos. Apesar
da alta frequência de positividade e de a porcentagem
de marcação ser relativamente alta, apenas um caso
apresentou mutação no gene TP53. Os autores
afirmaram que o anticorpo monoclonal PAb 1801
utilizado no estudo também marca células com a p53
selvagem. Estudo semelhante foi realizado por OKA et
al. (1998), que utilizaram o mesmo clone PAb 1801 para
determinar a imunorretividade da p53 em linfomas
humanos. A expressão da p53 por imunoistoquímica
foi observada em 59/202 casos. Apenas 3/59 casos
apresentaram mutações pontuais, detectadas pelo
sequenciamento. Esses pesquisadores argumentaram
que o acúmulo da p53 pode ser consequência da alta
taxa de proliferação presente nas neoplasias malignas
e reforçaram que a superexpressão da p53 mostrou-se
intimamente associada com os linfomas de alto grau.
VILLUENDAS et al. (1993) avaliaram 16 casos de
linfomas humanos e concluíram que a expressão da
p53 não está fundamentalmente envolvida com
mutações no gene. Apenas 4/16 casos apresentaram
mutações. Nesse mesmo estudo, a porcentagem de
células marcadas variou de 1 a 52%, sendo as maiores
marcações (40, 50 e 52%) observadas em linfomas de
Burkitt. Curiosamente, na presente pesquisa, a maior
marcação da p53 foi observada em um linfoma
linfoblástico tipo Burkitt humano. Entretanto, vale
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ressaltar que o clone utilizado no trabalho de
VILLUENDAS et al. (1993) era o PAb 1801.

Para a maioria das neoplasias na espécie
humana e canina, as mutações localizam-se na região
compreendida entre os exons cinco e oito (CARON DE
FROMENTEL & SOUSSI, 1992; van LEEUWEN et al.,
1997; CHU et al., 1998). As mutações previamente
relatadas no gene TP53 de cães com linfoma,
semelhantemente ao linfoma humano, encontram-se
entre os exons cinco e oito (NASIR & ARGYLE, 1999;
VELDHOEN et al., 1998). As sequências obtidas nos
cães com linfoma foram comparadas com a sequência
do gene TP53 do genoma do cão, concluída em 2005
por LINDBLAD & TOH e colaboradores. A ausência
de mutação na região estudada associada à alta
porcentagem de células positivas para p53 encontradas
neste estudo podem ser decorrentes de mutações fora
do domínio central do gene TP53, inclusive na região
promotora. A inativação da p53 também pode ocorrer
pela perda, sequestração ou ligação a outras proteínas,
como proteínas virais (KLUMB, 2000). Ainda que a
etiologia dos linfomas caninos não tenha sido
elucidada, a relação entre os vírus e o desenvolvimento
de linfomas na espécie humana é amplamente relatada
e discutida na literatura há pelo menos 30 anos
(JARRET, 2006). O vírus Epstein-Barr (EBV) tem ação
oncogênica: LMPI atua na transformação de linfócitos;
EBNA 5, na inativação do gene supressor de tumor
TP53; e a proteína BHRF tem homologia com a proteína
antiapoptoica BCL2. Esses achados reforçam a
participação do vírus como um cofator na etiologia do

linfoma de Burkitt. A p53 também pode apresentar-se
ligada à proteína MDM2, sua antagonista, referenciada
na maioria dos estudos que associaram a
imunomarcação pela imunoistoquímica com a ausência
de mutações (MARTINEZ DELGADO et al., 1997; OKA
et al., 1998; KLUMB & CAVALCANTI-JÚNIOR, 2002;
ZACCHETTI et al., 2007). Em outra abordagem,
MAESTRO et al. (1997) sugeriram que o acúmulo da
p53 na ausência de mutação estaria associado à
expressão da proteína p21, interferindo no ciclo celular.
Por fim, outra hipótese a ser considerada é a regulação
gênica por meio de mecanismos epigenéticos, como a
metilação do DNA e a modificação das histonas
(JONES & BAYLIN, 2007). Esses mecanismos têm sido
descritos em linhagens celulares de neoplasias
linfoides na espécie humana (SAKAJIRI et al., 2005;
OPAVSKY, et al., 2007) e é conveniente aceitar que
ocorram de maneira semelhante em cães. Revisando os
mecanismos epigenéticos de silenciamento gênico,
BAYLIN & OHM (2006) sugeriram que o aumento da
expressão da SIRT1, uma enzima da família das histonas
desacetilases, poderia aumentar o tempo de vida da
célula por meio da modulação da p53. Contudo, os
mecanismos epigenéticos de desenvolvimento do
câncer ainda não foram completamente elucidados.

Diante do exposto e frente aos resultados
obtidos, é possível concluir que a imunorreatividade
da p53 pela imunoistoquímica não é indicativa de
mutações no domínio central do gene TP53. Outros
mecanismos diferentes de mutação no gene TP53 podem
estar envolvidos na inativação da p53 em cães com
linfoma.

Tabela 1 - Identificação, raça, sexo, idade, localização anatômica, estadiamento clínico, tempo de sobrevida, classificação histológica
(morfologia celular e grau de malignidade), imunofenótipo e reatividade da p53.

ID Raça Sexo Idade (anos) Loc. Anat. Est. Clín. Tempo
sobrevida Morf. Cel. Grau  malig. Imf P53 (%)

L1 B. Terrier F 5 M IVa 1 ano CC-CB BAIXO B 0
L2 Buldog F 4 M IIIa >5 meses CC BAIXO B 14,12
L3 SRD M 10 C Vb 7 dias IB ALTO T 19,13
L4 Rottweiller M 6 C Va 2 meses CB ALTO B 20,22
L5 Poodle M 7 M Vb 9 dias CB ALTO B 20,70
L6 Rottweiller M 4 M Vb 4 dias AN ALTO T 21,08
L7 Boxer F 4 M IIIb 30 dias CB ALTO B 24,12
L8 Poodle M 7 C Va 30 dias AN ALTO T 34,44
L9 SRD M 9 C Va 3 meses CB ALTO B 41,60
L10 A. Pitbull F 5 A IVb óbito LB ALTO B 50,56
L11 SRD M 6 C Vb óbito LB ALTO T -
L12 A. Pitbull F 3 M IIIa 3 meses IB ALTO B -

ID: identificação do animal; LOC. ANAT.: localização anatômica; EST. CLÍN.: estadiamento clínico; MORF. CEL,: morfologia celular;
GRAU MALIG.: grau de malignidade; IMF: imunofenótipo.
Para sexo, M: macho, F: fêmea; para localização anatômica, C: cutâneo, M: multicêntrico, A: alimentar; para morfologia celular, IB:
imunoblástico, CC: centrocítico, CB: centroblástico, AN: anaplásico, LB: linfoblástico.
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