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1. INTRODUCAO

Os ovarios correspondem a orgaos enddcrinos desenvolvidos a partir da
gbnada bipotente. Estéo diretamente relacionados com a producéo de esterdides
sexuais, fatores de crescimento, além de fatores de transcricdo e citocinas que
amparam a sinalizagcdo de vias complexas aos processos de formacao,
crescimento e maturacdo folicular (Havelock et al., 2004). Ao redor do odcito
encontram-se as células da granulosa, responsaveis pela conversdo de
androgenos a estrégenos (Havelock et al., 2004). Tal linhagem celular promove
também, além da secre¢do de pequenas quantidades de progesterona, a sintese
de inibina (Bailey et al., 2002).

Em equinos, o tumor de células da granulosa (TCG) equivale a neoplasia
mais frequente de ovario (McCue et al., 2006; Assis Neto et al., 2010)
representando cerca de 5,6% de todas as ocorréncias tumorais nesta espécie
(Prestes et al., 2001). O TCG tem origem no estroma ovariano especializado,
sendo considerado como tumor de estroma dos cordbes sexuais (McCue et al.,
2006). Este tipo de neoplasia, geralmente benigna, ocorre de forma unilateral,
inibindo o crescimento e atividade do ovario contralateral, fato este justificado pela
alta secrecdo de inibina pelo ovéario neoplasico (Bailey et al., 2002). Esta
glicoproteina encontra-se em concentracdes elevadas em aproximadamente 90%
dos tumores de células da granulosa em equinos (Ellenberger et al., 2007).

Eguas com TCG podem manifestar estro prolongado, ciclos irregulares,
ninfomania, anestro, ou comportamento masculinizado (Assis Neto et al., 2010).
Para diagnostico da disfuncéo, deve ser efetuado juntamente com a analise do
comportamento do animal, o levantamento do historico reprodutivo e a palpacao
retal. A confirmacédo deve ser realizada por exames complementares de dosagem
hormonal, ou por meio de bidpsia com teste histopatologico, citologia aspirativa ou
ultra-sonografia. O tratamento indicado equivale a ovariectomia (Prestes et al.,
2001; McCue et al., 2006)

Em 50% dos canceres avancados de ovario humano, encontram-se formas
mutadas da p53, proteina de 53 kDa que atua como importante fator de
transcricdo em pontos chave do ciclo celular (Psyrri et al., 2007). Diferentes
expressdes génicas da mesma foram identificadas em tecidos com a devida
neoplasia e relacionadas a indices especificos de progressdo tumoral (Psyrri et
al., 2007). A proteina p53, portanto, além de constituir um marcador importante ao
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prognéstico de tumores humanos, também € utilizada como um alvo potencial a
diversos estudos moleculares em equinos.

O presente trabalho teve como objetivo descrever trés casos de tumor de
células da granulosa, analisando a expressao do gene TP53 e a presenca de um
polimorfismo de nucleotideo Unico (SNP) no codon 72 deste. Para tanto,
realizaram-se estudos sobre a expressao da proteina p53, em tecidos de ovarios
equinos previamente estabelecidos como positivos e negativos para o tumor de
granulosa.

2. MATERIAL E METODOS

Ovérios equinos anormais foram obtidos em abatedouro local durante a
coleta de material para as pesquisas em andamento no laboratério de Embriologia
Molecular e Transgénese da Universidade Federal de Pelotas. A procedéncia e 0
histérico das éguas sdo desconhecidos e apenas foi observado que estas
apresentavam condicdes corporais normais, sem quaisquer alteragbes
macroscopicas. Imediatamente coletou-se material dos ovarios afetados,
juntamente de seus pares contralaterias, para extracdo de DNA e RNA, bem
como fixacdo para histopatologia. Amostras das trés estruturas, supostamente
tumorais, foram coletadas e identificadas aleatoriamente como T1, T2 e T3.
Partes de seus respectivos ovarios contralaterais também foram removidas e
identificadas como N1, N2 e N3.

AplOs a andlise macroscopica dos ovarios anormais e de seus pares,
fragmentos de 1cm?® foram fixados em formalina 4%, com objetivo de preservar os
tecidos as analises histopatologicas. Para a confeccdo das laminas, os
fragmentos foram embebidos com parafina, fatiados em 3um de diametro e
corados com hematoxilina eosina (HE). A caracterizacao se deu por visualizacao
em microscépio optico nos aumentos de 40 a 100 vezes.

Posteriormente, realizou-se a extracdo de DNA dos tecidos em questao
pelo Kit Dneasy TissueKit QIAGEN®, segundo indicagbes do fabricante. Para
promover a amplificacdo do gene TP53, aplicou-se a técnica de reacdo em cadeia
de polimerase (PCR), baseada na utilizagao de primers, previamente desenhados
pelo programa Vector NTI 11 (Invitrogen®, Carlsbad, USA). Tais primers
amplificam a regido do éxon 4, na qual o cédon 72 esta contido. O produto foi
corado com GelRed™ (Biotium Inc., CA) e encaminhado a eletroforese em gel de
agarose 1% para a confirmacéo dos resultados esperados.

Na genotipagem do gene TP53, foi utilizado 12ul do produto amplificado
por PCR. O reconhecimento e a clivagem das regides CGC, presentes no codon
72 do éxon 4 do TP53, foram estabelecidos através da digestdo enzimatica com
BstUI, realizada a uma temperatura de 60° C por 2h e 30 min. A visualizagéo dos
genotipos pbde ser efetuada apOs eletroforese em gel de agarose 2,5%, através
da coloracéo emitida por GelRed™ a luz ultravioleta.

A extracdo de RNA das seis amostras identificadas foi estabelecida
segundo protocolo proposto utilizando Reagente TRIzol® (Invitrogen®, USA). O
RNA extraido foi quantificado através do sistema Qubit'™ (Invitrogen, USA) e,
entdo, padronizado. Por conseguinte, confeccionou-se o cDNA por meio do Kit
High Capacity cDNA Reverse Transcription® (Applied Biosystems, USA), segundo
instrucdes do fabricante.
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O cDNA sintetizado passou a ser utilizado como molde na reacdo em
cadeia da polimerase quantitativa em tempo real (QRT-PCR). Para a realizacao
desta técnica, foi utilizado o kit SYBR Green Platinum (Invitrogen, USA) e de
primers para os genes TP53 e GAPDH. O gene GAPDH, codificante para a
enzima gliceraldeido-3-fosfato desidrogenase, foi utilizado como normalizador do
processo.

3. RESULTADOS E DISCUSSOES

Observou-se, que todos os ovarios, previamente diagnosticados como
tumorais, estavam aumentados de tamanho. O par contralateral dos mesmos
apresentava-se bem diminuido e com auséncia de foliculos antrais e corpo luteo,
fato caracteristico de aciclicos. Apds o0 corte das estruturas neoplasicas,
reconheceu-se 0 endurecimento das mesmas e percebeu-se a presenca de um
tecido fibroso de cor amarelada, com pequenas areas esbranquicadas e pontos
hemorragicos.

As amostras Tl e T2 nédo apresentavam foliculos e mediam
aproximadamente de 9 a 10 cm de diametro. A amostra T3, porém, apresentava
foliculos internos e diametro em torno de 7 cm. Através de puncéo folicular, foram
realizadas tentativas de obtenc&o de odcitos, 0s quais ndo foram encontrados.

A histopatologia indicou a presenca de tumor de células da granulosa com
padrdo microfolicular. As amostras T1 e T2 apresentavam um padrao soélido, ja a
amostra T3 destacava-se das demais por seu padrdo multicistico. A histologia
exibia organizacdo celular tubular, semelhante ao padréo das células de Sertoli
testiculares. Varias células com padrdao caracteristico bipartido foram
encontradas.

ApOs a realizacdo da PCR foi constatado, através dos resultados da
eletroforese em gel de agarose 1%, que todas as amostras haviam amplificado o
produto esperado de 199pb, correspondente ao gene TP53. Os resultados da
genotipagem por RFLP indicaram que os trés animais apresentavam heterozigose
para o SNP do codon 72 do mesmo gene.

Quanto a expressdo génica da p53, ndo foram observados resultados
significativos entre as expressdes dos ovarios tumorais e contralaterais (P = 0,98).
Os resultados do gRT-PCR estéo representados na Figura 1.
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Figura 1 - Expressdo Comparativa do Gene TP53 em
Ovarios Equinos Normais e Tumorais
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4. CONCLUSOES

Neste estudo, a genotipagem dos ovarios tumorais, juntamente com seus
respectivos pares contralaterais, demonstrou 0 mesmo genotipo no SNP presente
no cédon 72 do gene TP53. Este dado ressalta que a neoplasia apresentada
possua outra fonte de mutacao, diferente da regido analisada.

A expressdo génica da p53 também n&o demonstrou diferencas
significativas quando comparada ao controle, o gene GAPDH. Tal resultado
impossibilitou o estabelecimento de uma relacdo entre os indices de p53 como
causa do tumor de células da granulosa em éguas. Assim, estudos posteriores
necessitam ser realizados, visando inferir acerca de outros genes envolvidos no
processo de tumorigénese, sendo que a avaliagdo em um numero maior de
amostras deva ser considerado.
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