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RESUMO

MONOSSOMIA DO CROMOSSOMO E3 EM FELINOS FELV POSITIVOS COM
NEOPLASIAS HEMATOPOIETICAS

AUTOR: Vanessa Bridi Centenaro
ORIENTADOR: Alexandre Krause

Os tumores hematopoiéticos sdo os distdrbios neoplasicos mais comuns em felinos. Muitos
desses tumores estdo associados a infec¢do pelo virus da leucemia felina (FeLV) e um dos
mecanismos descritos é pela integracdo de material viral no genoma felino, que pode levar a
instabilidade gendmica e consequente alteracdo de genes relacionados com o controle da
proliferacdo e morte celular. Quando fragmentos maiores de DNA sdo afetados, tais
alteracbes podem ser observadas pela analise citogenética. O presente estudo objetivou
observar as alteracdes citogenéticas em felinos com neoplasias hematopoiéticas. O estudo foi
realizado em oito felinos, sete destes com diagnostico de leucemia ou linfoma. O controle foi
constituido por um felino saudavel FeLV negativo com cari6tipo normal. Foram analisadas no
minimo 10 metéafases de cada animal. Adicionalmente, destes dois pacientes foram analisados
1.000 linfocitos e classificados citologicamente pelo seu estado de viabilidade (necrose,
apoptose), seu estado mitdtico (mononucleado, binucleado (BN), multinucleado, mitético) e
seu dano cromossémico ou estado de instabilidade (presenca de micronucleo (MN) em célula
mononucleada, binucleada, bem como brotos nucleares (NBUD). Os resultados dessa
observacao foram analisados estatisticamente pelo teste pareado de Wilcoxon. Nesta analise
cromossdmica dois destes animais apresentaram monossomia do cromossomo E3, um com
diagnostico de leucemia mieloide aguda do subtipo FAB M6a (LMA-M6a) e outro com
linfoma multicéntrico (LM). Houve diferenga significativa nas contagens de LMA-M6a (N=7;
Z=2,36; p=0,01) e de LM (N=8; Z=2,52; p=0,01) quando comparados com o grupo controle.
No entanto, ndo houve diferenca entre LMA e linfoma (N=8; Z=0,07; p=0,94). No
cromossomo E3 sdo descritos 1401 genes, sendo varios relacionados com controle de ciclo
celular, (PIk1, Sun, Mad1ll, Mcm?7), reparo de DNA (Pms2, Usp42) e supressdo tumoral
(Bcl7b).A perda de fragmentos de DNA, como o cromossomo E3 nos dois pacientes
descritos, que leva a haploinsuficiéncia de genes importantes para o ciclo celular, poderia ser
a causa de instabilidade gendmica e, consequentemente suscetibilidade ao desenvolvimento
do cancer. A observacdo de alteracbes citogenéticas, dessa forma, possibilita o melhor
entendimento do cancer na espécie felina e serve como subsidio para a pesquisa translacional.

Palavras-chave: Cromossomo felino E3, instabilidade gendmica, reparo de DNA, FeLV,
genes supressores tumorais



ABSTRACT

E3 CHROMOSOME MONOSOMY IN FeLV POSITIVE FELINES WITH
HEMATOPOIETIC NEOPLASMS

AUTHOR: Vanessa Bridi Centenaro
ADVISOR: Alexandre Krause

Hematopoietic tumors are the most common neoplastic disorders in felines. Many of these
tumors are associated with infection by feline leukemia virus (FeLV) and one of the described
mechanisms is the integration of viral material into the feline genome, which can lead to
genomic instability and consequent alteration of genes related to proliferation control and cell
death. When larger DNA fragments are affected, such changes can be observed by
cytogenetic analysis. The present study aimed to observe cytogenetic changes in felines with
hematopoietic neoplasms. The study was performed in eight felines, seven of them with a
diagnosis of leukemia or lymphoma. The control consisted of a healthy feline FeLV negative
with normal karyotype. At least 10 metaphases of each animal were analyzed. Additionally,
1000 lymphocytes of these two patients, were analyzed and classified cytologically by their
viability (necrosis, apoptosis), mitotic state (mononuclear, binucleate (BN), mitotic
multinucleate) and their chromosomal damage or instability state (presence of micronucleus
(MN) in mononuclear, binucleate, as well as nuclear buds (NBUD). The results of this
observation were statistically analyzed by the Wilcoxon paired test. In this chromosomal
analysis two of these animals presented monosomy of the E3 chromosome, one with
diagnosis of acute myeloid leukemia of the M6a (LMA-M6a) FAB subtype and another with
multicenter lymphoma (LM). There were significant differences in LMA-M6a scores (N = 7,
Z =2.36,p =0.01) and LM scores (N = 8, Z = 2.52, p = 0.01) when group control. However,
there was no difference between AML and lymphoma (N = 8, Z = 0.07, p = 0.94). The E3
chromosome has 1401 genes, several related to cell cycle control (Plk1, Sun, Mad1l1, Mcm7),
DNA repair (Pms2, Usp42), tumor suppression (Bcl7b). The loss of DNA fragments, such as
the loss of the E3 chromosome in the two patients described, led to the haploinsufficiency of
important genes for the cell cycle, and this could be a cause of genomic instability and
consequently susceptibility to the development of cancer. The observation of cytogenetic
alterations, in this way, allows a better understanding of the cancer in the feline species and
translational research.

Key-words: Feline chromosome E3, genomic instability, DNA repair, FeLV, tumor suppressor genes
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1 APRESENTACAO

Os resultados que fazem parte desta dissertacdo sdo apresentados sob a forma de
manuscrito cientifico e se encontram no item “Manuscrito”. As se¢des “Material e Métodos”,
“Resultados”, “Discussdo” e “Referéncias” estdo contidas no préprio manuscrito que
representa este estudo na integra. O item “Conclusdes”, ao final desta dissertagao, refere-se a
interpretacdes gerais sobre 0 manuscrito contido neste trabalho.

Artigo submetido a revista Pesquisa Veterinaria Brasileira — 2017.
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1.1  INTRODUCAO

Os tumores hematopoiéticos sdo os disturbios neoplasicos mais comuns em felinos
domésticos, sendo 90% representados por linfomas (HARDY et al., 1976; WILSON, 2008;
HANEY et al., 2009). Esta neoplasia representa cerca de 40% de todos os canceres em felinos
(MICHEL & SORENMO, 2008). Em levantamento realizado com a casuistica do Laboratorio
de Patologia Veterinaria da Universidade Federal de Santa Maria, de 1964 a 2013, a partir da
avaliacdo de 1247 necropsias de felinos, os tumores a terceira maior causa de morte ou
levaram a eutanasia (TOGNI et al., 2016).

Os virus envolvidos em tumores de ocorréncia natural em seres humanos e animais
podem ser amplamente divididos em virus de DNA, incluindo herpesvirus, papilomavirus e
ortohepnavirus, e virus de RNA, os retrovirus (BOUVARD et al., 2009). Os virus causadores
de cancer em felinos descritos pertencem as familias de retrovirus e papilomavirus
(MUNDAY et al., 2013). Estima-se que 20% das neoplasias em humanos sejam causadas por
agentes infecciosos, sendo que mais da metade destas resultam de infecges virais (PARKIN,
2006).

O diagndstico de uma doenca proliferativa pode ser um desafio. Em alguns casos, a
linha divisoria entre proliferacdo reativa e maligna ndo pode ser determinada usando
procedimentos-padrdo, como técnicas de exame histomorfolégico ou citomorfoldgico. A
discriminacdo pode ser conseguida demonstrando caracteristicas que sejam partilhadas por
todas as células tumorais, mas ndo por células ndo neoplasicas morfologicamente
semelhantes. A base de tais caracteristicas é apresentada na teoria da mutacdo somatica da
carcinogénese (KNUDSON, 1985). Uma premissa desta teoria € que o cancer é derivado de
uma Unica célula somatica que acumulou maultiplas mutacdes de DNA. Seguindo esta ideia, a
clonalidade é uma caracteristica basica de malignidades, incluindo linfomas e leucemias.
Portanto, demonstrar a natureza clonal de uma populacao celular pode ajudar a diagnosticar
um linfoma, como o de Burkit, onde as células tumorais possuem a translocacéao t(8;14), por
exemplo (HALUSKA et al., 1987).

1.1.1 LINFOMA

Dentre os tumores hematopoiéticos, o linfoma € o mais comumente diagnosticado em
felinos. Este neoplasma apresenta-se com diferentes formas anatdémicas, sendo o trato

gastrointestinal o local primario mais frequente (GIEGER, 2011). Curiosamente, a incidéncia
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de linfoma felino coincide com a do virus da leucemia felina (FeLV) (LOUWERENS et al.,
2005) e a infecgdo por FeLV foi indicada como a causa mais comum de neoplasias
hematopoiéticas entre as décadas de 1960 e 1980, quando 60% a 70% dos casos de linfoma
eram associados a gatos virémicos (VAIL, 2007).

O linfoma mediastinico pode envolver o timo e os linfonodos mediastinicos e
esternais. Em gatos com patologia timica, 63% apresentam linfoma. Adicionalmente, em 17%
dos gatos com efusdo pleural o linfoma timico é a causa determinante. Os linfomas
mediastinicos sdo preferencialmente de células T e acometem gatos jovens (idade média
inferior a cinco anos), FeLV-positivos, sendo a incidéncia maior em gatos siameses/orientais
(LOUWERENS et al., 2005).

O virus da leucemia felina (FeLV) é um gama-retrovirus do tipo C transmitido
horizontalmente entre as populac@es de gatos domésticos (HARDY et al., 1973). Em geral, o
genoma viral do FeLV ndo contém um oncogene, mas 0 virus pode ativar proto-oncogenes
celulares (NEIL et al., 1991). A integracédo proviral de FeLV nos locus de proto-oncogenes e
regibes comuns de integracao esta estreitamente associada com o desenvolvimento de linfoma
nas infecgbes naturais e experimentais (TSATSANIS et al., 1994 e MIURA et al., 1987). A
inativacdo de genes supressores de tumores também pode ter algum papel na inducdo de
tumores em animais FeLV positivos (OKUDA et al., 1994). E concebivel que os linfomas
felinos possam desenvolver-se através da tumorigénese em mdltiplos estagios, como
mostrado nos carcinomas de c6lon humano (FEARON & VOGELSTEIN, 1990).

Anormalidades cromossémicas, como translocacdes e inversdes, sdo frequentemente
encontradas em neoplasmas humanos. Essas alteragdes forneceram subsidios importantes para
entender os mecanismos moleculares envolvidos no desenvolvimento do linfoma (BISHOP,
1987). Em varios tipos de linfomas e leucemias humanos, foram encontradas translocacfes
cromossomicas especificas. Os pontos de quebra dessas translocacdes podem levar a ativacédo
de oncogenes como myc no linfoma de Burkitt (DALLA-FAVERA et al., 1982) , bcl-2 no
linfoma de células B (TSUJIMOTO et al., 1984) e abl na leucemia mieloide crénica (KLEIN
etal., 1982).

Estudos moleculares e citogenéticos sugerem que as translocagdes cromossémicas
frequentemente contribuem para a tumorigénese ativando oncogenes celulares que se
encontram adjacentes a pontos de quebra cromossomicos (KLEIN, 1981 e YUNIS, 1983). A
analise das anormalidades cromossdmicas em tumores € uma das abordagens mais Uteis para

desvendar o mecanismo de carcinogénese pela deteccdo de um oncogene na proximidade de
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pontos de quebra em translocagfes. Anormalidades cromossdmicas tém sido relatadas em
linfomas e leucemias de felinos (RIPPS & HURVITZ, 1971; GOH et al., 1981; GRINDEM &
BUOEN, 1989; GULINO, 1992). Nesses estudos, foram descritas anormalidades numéricas,
minicromossomos duplos e alguns cromossomos marcadores alongados ou encurtados.

Contudo, ndo foram reportadas translocagdes reciprocas de cromossomos especificos.

1.1.2 LEUCEMIA

As leucemias sdo neoplasias malignas que se originam nas células precursoras
hematopoiéticas da medula 6ssea e sdo classificadas de acordo com a linhagem celular em
duas amplas categorias: linfoide e mieloide (COUTO, 2006). Essas células perdem a
capacidade de diferenciacdo e se auto-replicam originando clones de células geralmente
imaturas e afuncionais. Em felinos, as leucemias sdo mais comuns em relacdo as demais
espécies domeésticas e sdo aproximadamente 70 vezes mais frequentes em animais positivos
para os virus da leucemia felina (FeLV) e da imunodeficiéncia felina (FIV). As leucemias
linfoides sdo descritas como as mais frequentes na espécie felina e, dentre as leucemias
mieloides, a leucemia mielomonocitica é a mais diagnosticada (RITT, 2010).

As duas principais formas clinicas de leucemias linfoides conhecidas em cées e gatos
sdo a leucemia linfoide (linfoblastica) aguda (LLA) e a leucemia linfoide (linfocitica) crénica
(LLC) (WALKER, 2009 e SANTANA, 2009). A LLC é geralmente menos frequentemente
diagnosticada que a LLA e é definida como a proliferacio anormal de linfdcitos

morfologicamente maduros na medula 6ssea ou no sangue periférico (VAIL, 2008).

1.1.3FELV

O virus da leucemia felina (FeLV) é um virus de distribuicdo mundial que pertence ao
género Gammaretrovirus, familia Retroviridae e estd associado a sindrome de
imunossupressao, leucemia, linfossarcoma e doencas mieloproliferativas em gatos domésticos
(PONTIER et al., 1998; COSTA et al., 2000). O FeLV infecta gatos domésticos e outros
felinos em todo o mundo (HOOVER & MULLINS, 1991). O virus é transmitido
verticalmente e horizontalmente. Nas familias infectadas, existe uma répida disseminagéo
oronasal por contato com secre¢fes contendo virus, principalmente saliva (HARDY et al.,
1976).

13



O FeLV esté associado a neoplasias malignas hematopoiéticas e linfoides em gatos e a
mutagénese de insercdo adquirida é o provavel mecanismo patogénico subjacente as
malignidades induzidas (FUJINO et al., 2008). A identificacdo das insercdes de provirus
clonais de retrovirus oncogénicos levou a descoberta de muitos genes associados a tumores
(JONKERS & BERNS, 1996; LI et al., 1999). Estudos anteriores sobre tumores associados ao
FeLV sugeriram que os provirus integrados induzem a ativagcdo de genes relacionados ao
crescimento celular levando a oncogénese (NEIL et al., 1984; FORREST et al., 1987,
MIURA et al., 1987, 1989; LEVESQUE et al., 1990, 1991; LEVY et al., 1993; TSUJIMOTO
et al., 1993; TSATSANIS et al., 1994; FUJINO et al., 2009). Essa mutagénese de insercao
pode contribuir para a geracdo de um clone celular com vantagem de crescimento e um
eventual fendtipo maligno.

Quando a ideia de cancer induzido por virus (oncovirus) comecava a ser estabelecida,
a observacdo clinica da maior ocorréncia de cancer em residéncias com muitos gatos
alimentou a pesquisa desta etiologia na espécie felina (SCHNEIDE et al., 1967). Durante
muito tempo, considerou-se que o FeLV era responsavel pela maioria das mortes relacionadas
a doenca tumoral e era responsavel por mais sindromes clinicas do que qualquer outro agente
unico em gatos (HARTMANN, 2012).

A partir da introducdo de vacinas para FeLV houve reducédo significativa de animais
infectados e, por esse motivo, dados atuais correlacionando FeLV e tumores hematopoiéticos
ndo estdo disponiveis (VAIL, 2013). Entretanto, uma vez que a realidade nacional é
divergente, a significativa prevaléncia de tumores hematopoiéticos observada na rotina do
Laboratério de Patologia Veterinaria da Universidade Federal de Santa Maria, por Togni e
colaboradores em 2016, pode estar associada a alta infeccdo dos gatos pelo FeLV, visto que
até 70% desses tumores podem estar associados a infec¢do (FIGHERA & GRACA 2011). A
integracdo clonal de provirus de FeLV foi identificada no genoma de células tumorais (NEIL
etal., 1991).

Alguns tumores hematopoiéticos sdo negativos para o antigeno de FeLV e ndo
demonstram integracdo proviral, 0 que comprova a existéncia de tumores hematopoiéticos
gue ocorrem por outros mecanismos além dos associados com o FeLV (HARDY et al., 1976).
Weeden et al. (2016) relataram um caso de alteracdo mielodisplasica/mieloproliferativa em
um gato negativo para o virus da leucemia felina. Como aumenta o risco de linfoma em 60
vezes, 0 FeLV ¢, de longe, 0 mais importante oncovirus felino conhecido (SHELTON et al.,

1990; REZANKA et al., 1992).
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A infeccdo pelo Virus da Imunodeficiéncia Felina (FIV) pode aumentar a incidéncia
de linfoma felino. Contrariamente ao papel direto na génese tumoral do FeLV, o FIV
desempenha um papel indireto, causando imunossupressdo do organismo (VAIL, 2007;
COUTO, 2009). Os linfomas associados ao FIV tém maior probabilidade de serem de células
B enquanto os linfomas associados ao FeLV sdo predominantemente de células T (VAIL,
2007). Os fatores genéticos e moleculares envolvidos no desenvolvimento de linfoma felino
incluem a alteracdo da expressdo de genes supressores tumorais, relacionados com a
proliferacdo celular e também apoptose. Embora raras em gatos, as mutacdes em N-ras foram
documentadas (MAYR et al., 2002). Foi também descrita a atividade da telomerase em
amostras de linfoma felino (BILLES et al., 1998 apud VAIL, 2007).

Segundo Hartmann (2012) o virus da imunodeficiéncia felina (FIV) é um lentivirus
que compartilha varias caracteristicas com outros lentivirus, como o da imunodeficiéncia
humana (HIV). O mesmo autor cita que a infecgdo pelo FIV pode levar a imunodeficiéncia e
também afetar a fungdo celular, dependendo do local de integracdo viral no DNA do
hospedeiro. Shelton et al. (1990) mostraram que o risco relativo de desenvolver leucemia /
linfoma era 5,6 vezes maior em gatos infectados com FIV do que em gatos ndo infectados.
Além disso, o desenvolvimento de doencas mieloproliferativas também foi relatado em gatos
infectados apenas com FIV (YAMAMOTO et al., 1988, HUTSON et al., 1991).

1.1.4 GENETICA E CANCER

O céancer é definido como uma doenca genémica e surge como consequéncia de
alteracbes cumulativas no material genético (DNA) de células normais, as quais sofrem
transformacdes até se tornarem malignas (JORDE, 2000). A carcinogénese resulta de uma
série de eventos e pode envolver dezenas, até centenas, de genes, por meio de alteracdes
quantitativas e qualitativas do DNA (duplicacdes, dele¢des, quebras e perdas cromossémicas,
translocacOes, mutacOes génicas, e amplificagdes génicas) ou relacionadas com a expressdo
génica (mecanismos epigenéticos). Os principais grupos de genes envolvidos nesse processo
sdo proto-oncogenes, genes supressores tumorais e genes relacionados ao reparo do DNA
(ROCHA & SILVA, 2003). A importancia dessas alteracdes genéticas € tal que, desde 2001, a
Organizagdo Mundial da Saude considera além dos achados morfologicos, imunofenotipicos,
bioldgicos e clinicos as caracteristicas genéticas para determinar o diagnéstico, tratamento e

prognostico de uma doenca neoplésica especifica (JAFFE et al., 2001).
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O céancer se desenvolve quando 0s processos normais que controlam o crescimento e
proliferacdo celular sdo interrompidos. H& muitas condi¢fes nas quais o delicado equilibrio
entre a iniciacdo e reducéo do ciclo celular pode ser subvertido e alguns virus contribuem para
a transformacdo celular atraves de diversos mecanismos. A maioria envolve os produtos de

genes virais.

1.1.5 CITOGENETICA

A citogenética é a area da genética e da biologia celular que engloba todo e qualquer
estudo relacionado com o0s cromossomos, isolados ou em conjunto, condensados ou
distendidos, tanto no que diz respeito a sua morfologia, organizacdo, funcdo e replicacgdo,
guanto a sua variacdo e evolucdo. A citogenética classica desenvolveu-se principalmente a
partir do inicio do século 20 e seu crescente progresso acompanhou o aprimoramento de
técnicas e equipamentos de microscopia (BOAS, 2009).

Taxonomicamente, a familia Felidae consiste de trés subfamilias: Acinonychinae,
Felinae e Pantherinae, divididas em 14 géneros e 38 espécies, esta familia € relativamente
uniforme morfologicamente (JOHNSON et al., 1999 e WOZENCRAFT, 2005). O cariétipo
do gato doméstico (Felis catus) tem sido de grande importancia em medicina veterinéria,
especialmente na descoberta e estudo de algumas anomalias congénitas que envolvem
alteracdes cromossdmicas (HSU & REARDEN, 1965 e MAYR et al., 1998) e outras onde
estdo envolvidas particularidades estruturais. Além disso, ele é considerado o estudo de
modelo de cromossomos e caracterizagdo para toda a familia Felidae (SCHMIDT-KUNTZEL
et al., 2009).

O caridtipo felino foi descrito em 1965, sendo 38 o numero diploide normal de
cromossomos em gatos domésticos. O caridtipo € composto de 18 pares autossémicos
agrupados de A a F, de acordo com o tamanho e a localizagdo do centrdmero, e 0s
cromossomos sdo classificados sequencialmente e numerados a partir do 1. O grupo A contém
trés pares de submetacéntricos grandes; o grupo B, quatro pares submetacéntricos grandes; o
grupo C, dois pares metacéntricos grandes; o grupo D, quatro pares submetacéntricos de
pequenos a médios; o grupo E, trés pares metacéntricos de pequenos a médios; e o grupo F,
dois pares acrocéntricos pequenos. O cromossomo X é submetacéntrico e apresenta tamanho
médio e 0 Y é submetacéntrico. Altera¢fes no caritétipo felino sdo descritas em tumores
mamarios (MAYR & ORTNER, 1995), células de linhagem de fibrossarcoma felino

(ERICHSEN et al., 2012) e linfomas de células T (YANG et al., 1995).
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Os MN originam-se de fragmentos cromossomicos (formados a partir de quebras no
DNA) ou cromossomos inteiros (ndo disjungdo de cromossomos) que ficam atras na anéfase
durante a divisdo nuclear (HEDDLE, 1973 e FENECH, 1986). O ensaio de micronucleo em
blocos de citocinese (CBMN) é o método preferido para a formacdo de MNi em células
humanas e / ou de mamiferos cultivadas, porque o escore é especificamente restringido a
células BN, uma vez divididas, que sdo as células que podem expressar MNi. Devido a sua
confiabilidade e boa reprodutibilidade, o ensaio CBMN tornou-se um dos testes citogenéticos-
padrdo para testes de toxicologia genética em células humanas e de mamiferos. (FENECH,
1986 e FENECH, 2000).

Ao longo dos ultimos 17 anos, o ensaio de micronicleo em blocos de citocinese
(CBMN) evoluiu para um método abrangente para medir a ruptura dos cromossomos, falhas
no reparo do DNA, perda de cromossomos, falhas na separacdo das cromatides, necrose,
apoptose e citostase. O conceito de "citoma" implica que cada célula no sistema estudado é
pontuada citologicamente pelo seu estado de viabilidade (necrose, apoptose), seu estado
mitotico (mononucleado, binucleado, multinucleado) e seu dano cromossémico ou estado de
instabilidade (presenca de micronucleos (MN), pontes citoplasmaticas (NPBs), brotos
nucleares (NBUDs)) (FENECH, 2000; FENECH & MORLEY, 1986; FENECH, 1997,
FENECH, 2006).

Na ultima decada, foi descrito um outro mecanismo adicional de formagdo de MNi,
conhecido como brotacdo nuclear. Esse processo tem sido observado em culturas cultivadas
sob condicdes seletivas fortes que induzem a amplificacdo do gene, bem como sob deficiéncia
moderada de &cido fdlico (SHIMIZU et al., 2005 e KIMURA et al., 2004). Shimizu et al.
(1998; 2000) mostraram, usando experimentos in vitro com células de mamiferos, que o DNA
amplificado é seletivamente localizado em locais especificos na periferia do nucleo e
eliminado via brotacdo nuclear para formar MN durante a fase S da mitose. O DNA
expandido pode ser eliminado através da combinacdo entre regides homdlogas dentro de
sequéncias amplificadas, formando mini-circulos de DNA acentrénico e atelomérico
(minicromossomos duplos), que localizam-se em regides distantes do nucleo, através da
excisdo de sequéncias amplificadas apoOs segregacdo em regides distintas do nacleo. O
processo de brotacdo nuclear ocorre durante a fase S e os brotos nucleares (NBUDs) séo
caracterizados por terem a mesma morfologia dos MN, com a diferenca de que eles séo
ligados ao nudcleo por um filamento estreito ou largo de material nucleoplasmatico
dependendo da fase do processo de brotamento (SHIMIZU et al., 1998; 2000).
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O reconhecimento da importancia das alteracfes citogenéticas em tumores de cées e
gatos (DEVITT et al., 2009) levou também ao desenvolvimento de técnicas para a
identificacdo de cromossomos nessas espécies (YANG et al., 2000).

A carcinogénese resulta de multiplas etapas e pode envolver dezenas, até centenas, de
genes, que apresentam alteragc0es em sua expressdo em decorréncia de mutagdes e
amplificagdes génicas, quebras e perdas cromossdomicas, instabilidade genémica e
mecanismos epigenéticos. Os principais grupos de genes envolvidos nesse processo, 0s proto-
oncogenes, genes supressores tumorais, genes de controle do ciclo celular e de reparo do
DNA (ROCHA & SILVA, 2003). Vérias destas alteragdes sdo descritas em humanos, sendo
as alteracdes citogenéticas determinantes no estabelecimento do diagndstico e prognostico
(JAFFE et al., 2001), mas em medicina veterinaria ainda precisam ser melhor descritas e
estudadas.

Entretanto, em animais, a citogenética ainda é pouco utilizada no diagnostico de
neoplasias hematopoiéticas. Com base nessas informacdes, o trabalho aqui apresentado teve
por objetivo investigar e contribuir para classificar esses transtornos, identificando e
registrando a ocorréncia de aberragcdes cromossdmicas especificas e servindo como subsidios
para 0 estudo do cancer em animais e na pesquisa translacional. Os resultados estdo
apresentados a seguir e redigidos no formato exigido pelo peridédico Pesquisa Veterinaria

Brasileira, ao qual sera submetido como artigo cientifico.
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2 CAPITULOI

MANUSCRITO

Monossomia do cromossomo E3 em felinos FeLV positivos com neoplasias
hematopoiéticas?

Vanessa B. Centenaro?’, Lara S. Dutra3, Larissa S. Mallmann* Jacqueline N. Rodrigues*, Virginia M. Céser?,
André P. Schuch5, Mauricio B. Santos>, Alexandre Krause®

ABSTRACT.- Centenaro V.B., Dutra L.S., Mallmann L.S., Rodrigues J.N., Céser V.M., Schuch A.P., Santos M.B,,
Krause A. 2017. [E3 chromosome monosomy in Felv positive felines with hematopoietic
neoplasms]. Monossomia do cromossomo E3 em felinos FeLV positivos com neoplasias hematopoiéticas.
Pesquisa Veterindria Brasileira 00(0):00-00. Departamento de Clinica de Pequenos Animais, Universidade
Federal de Santa Maria, Avenida Roraima 1000, Cidade Universitaria, Camobi, Santa Maria, RS 97105-900,
Brazil. E-mail: vane_cafw@yahoo.com.br

Hematopoietic tumors are the most common neoplastic disorders in felines. Many of these
tumors are associated with infection by feline leukemia virus (FeLV) and one of the described mechanisms
is the integration of viral material into the feline genome, which can lead to genomic instability and
consequent alteration of genes related to proliferation control and cell death. When larger DNA fragments
are affected, such changes can be observed by cytogenetic analysis. The present study aimed to observe
cytogenetic changes in felines with hematopoietic neoplasms. The study was performed in eight felines,
seven of them with a diagnosis of leukemia or lymphoma. The control consisted of a healthy feline FeLV
negative with normal karyotype. At least 10 metaphases of each animal were analyzed. Additionally, 1000
lymphocytes of these two patients, were analyzed and classified cytologically by their viability (necrosis,
apoptosis), mitotic state (mononuclear, binucleate (BN), mitotic multinucleate) and their chromosomal
damage or instability state (presence of micronucleus (MN) in mononuclear, binucleate, as well as nuclear
buds (NBUD). The results of this observation were statistically analyzed by the Wilcoxon paired test. In
this chromosomal analysis two of these animals presented monosomy of the E3 chromosome, one with
diagnosis of acute myeloid leukemia of the M6a (LMA-M6a) FAB subtype and another with multicenter
lymphoma (LM). There were significant differences in LMA-M6a scores (N = 7,Z = 2.36, p = 0.01) and LM
scores (N =8,Z=2.52, p = 0.01) when group control. However, there was no difference between AML and
lymphoma (N = 8, Z = 0.07, p = 0.94). The E3 chromosome has 1401 genes, several related to cell cycle
control (Plk1, Sun, Mad1l1l, Mcm?7), DNA repair (Pms2, Usp42), tumor suppression (Bcl7b). The loss of
DNA fragments, such as the loss of the E3 chromosome in the two patients described, led to the
haploinsufficiency of important genes for the cell cycle, and this could be a cause of genomic instability
and consequently susceptibility to the development of cancer. The observation of cytogenetic alterations,
in this way, allows a better understanding of the cancer in the feline species and translational research.

INDEX TERMS: Feline chromosome E3, genomic instability, DNA repair, FeLV, tumor supresor genes
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RESUMO.- Os tumores hematopoiéticos sdo os distirbios neoplasicos mais comuns em felinos. Muitos
desses tumores estio associados a infeccdo pelo virus da leucemia felina (FeLV) e um dos mecanismos
descritos é pela integracdo de material viral no genoma felino, que pode levar a instabilidade genémica e
consequente alteracdo de genes relacionados com o controle da proliferacio e morte celular. Quando
fragmentos maiores de DNA sdo afetados, tais alteracdes podem ser observadas pela analise citogenética.
O presente estudo objetivou observar as alteragdes citogenéticas em felinos com neoplasias
hematopoiéticas. O estudo foi realizado em oito felinos, sete destes com diagndstico de leucemia ou
linfoma. O controle foi constituido por um felino saudavel FeLV negativo com cariétipo normal. Foram
analisadas no minimo 10 metafases de cada animal. Adicionalmente, destes dois pacientes foram
analisados 1.000 linfécitos e classificados citologicamente pelo seu estado de viabilidade (necrose,
apoptose), seu estado mitético (mononucleado, binucleado (BN), multinucleado, mitético) e seu dano
cromossOmico ou estado de instabilidade, presenca de micronicleo (MN) em célula mononucleada,
binucleada, bem como brotos nucleares (NBUD). Os resultados dessa observacdo foram analisados
estatisticamente pelo teste pareado de Wilcoxon. Nesta andlise cromossémica dois destes animais
apresentaram monossomia do cromossomo E3, um com diagnéstico de leucemia mieloide aguda do
subtipo FAB M6a (LMA-M6a) e outro com linfoma multicéntrico (LM). Houve diferenca significativa nas
contagens de LMA-M6a (N=7; Z=2,36; p=0,01) e de LM (N=8; Z=2,52; p=0,01) quando comparados com o
grupo controle. No entanto, ndo houve diferenca entre LMA e linfoma (N=8; Z=0,07; p=0,94). No
cromossomo E3 sdo descritos 1401 genes, sendo varios relacionados com controle de ciclo celular, (PIk1,
Sun, Mad1l1, Mcm?7), reparo de DNA (PmsZ, Usp42) e supressao tumoral (Bcl7b). A perda de fragmentos de
DNA, como o cromossomo E3 nos dois pacientes descritos, que leva a haploinsuficiéncia de genes
importantes para o ciclo celular, poderia ser a causa de instabilidade gendmica e, consequentemente
suscetibilidade ao desenvolvimento do cancer. A observacdo de alteragdes citogenéticas, dessa forma,
possibilita o melhor entendimento do cancer na espécie felina e serve como subsidio para a pesquisa
translacional.

TERMOS DE INDEXACAO: Cromossomo felino E3, instabilidade gendmica, reparo de DNA, FeLV, genes
supressores tumorais.

INTRODUCAO

As neoplasias sdo doencas frequentes em medicina veterinaria e sdo caracterizadas pelo
crescimento anormal, ndo coordenado e ilimitado de células. Quando essas células adquirem capacidade
de invasdo local e disseminagdo para outros tecidos, as neoplasias recebem a denominag¢io de malignas
(Morris & Dobson 2001). As neoplaisas sdo atualmente a principal causa de morte nos animais de
companhia, sendo responsavel por 32% das mortes em felinos domésticos (Withrow 2013). Os tumores
hematopoiéticos sdo os mais comuns em felinos domésticos e 90% destes sao classificados como linfoma
(Wilson 2008, Haney et al. 2009).

0 linfoma é uma neoplasia maligna hematopoiética que tem origem em células linfoides de 6rgaos
solidos (como linfonodos, figado e intestino) (Withrow 2013), distinguindo-se, assim, da leucemia, onde as
alteragdes primarias surgem na medula dssea (Barr 2006). As leucemias sdo neoplasias malignas que se
originam das células precursoras hematopoiéticas da medula 6ssea que perdem a capacidade de
diferenciacdo e se autoreplicam como clones de células geralmente imaturas e ndo funcionais. Em felinos,
as leucemias sdo mais comuns em relagdo as demais espécies domésticas e sdo 70 vezes mais frequentes
em animais positivos para os virus da leucemia felina (FeLV) e da imunodeficiéncia felina (FIV) (Ritt
2010). O FeLV é um retrovirus do tipo C transmitido horizontalmente entre as populacdes de gatos
domésticos (Hardy et al. 1973). O FeLV é pancitotrépico e causa alteragdes degenerativas ou proliferativas
em diferentes tecidos, sendo a medula 6ssea e os drgdos linfoides seus principais alvos (Hardy 1982,
Hoover & Mullins 1991). A integragdo proviral de FeLV nos locus de proto-oncogenes e regides comuns de
integracdo estd estreitamente associada com o desenvolvimento de linfoma nas infec¢ées naturais e
experimentais (Tsatsanis et al. 1994, Miura et al. 1987). A integracdo clonal de provirus de FeLV foi
identificada no genoma dessas células tumorais (Neil et al. 1991).

A etiopatogenia das neoplasias hematopoiéticas é multifatorial e a expressido aberrante de genes
responsaveis por mecanismos celulares vitais, como proliferacio e diferenciacio, pode causar
instabilidade gendmica, elevando a probabilidade de eventos adicionais que culminam na transformacgado
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neoplasica e na doenca clinica. Em geral, o genoma do FeLV ndo contém oncogenes, mas o virus pode se
integrar em regides e afetar a expressao de proto-oncogenes do hospedeiro (Neil et al. 1991). A inativacao
de genes supressores tumorais também pode ter algum papel na indugdo de tumores (Okuda et al. 1994).

0 reconhecimento da importancia das alteragdes citogenéticas de tumores de cies e gatos levou
também ao desenvolvimento de técnicas para a identificacdo de cromossomos nessas espécies (Yang et al.
2000; Devitt et al. 2009). A citogenética de tumores tornou-se uma ferramenta importante para o
diagnéstico e prognoéstico de algumas doencas neopldsicas humanas, particularmente, do sistema
hematopoiético e é, desde 2001, utilizada na classificacdo das neoplasias hematopoiéticas pela
Organizag¢do Mundial da sauide.

A citogenética é baseada na analise cromossdmica e na analise de micronucleos (MN), que sdo
formacgdes globulares de DNA, originadas a partir de fragmentos cromossémicos ou de cromossomos
inteiros, ndo incorporados ao ntcleo da célula filha ao final do processo de divisao celular (Fenech et al.
1999). O cariotipo felino foi descrito em 1965, sendo 38 o nimero diploide normal de cromossomos em
gatos domésticos. O caridtipo é composto de 18 pares autossdmicos agrupados de A a F, de acordo com o
tamanho e a localizagdo do centromero, e os cromossomos sdo classificados sequencialmente e
numerados a partir do 1. O grupo A contém trés pares de submetacéntricos grandes; o grupo B, quatro
pares submetacéntricos grandes; o grupo C, dois pares metacéntricos grandes; o grupo D, quatro pares
submetacéntricos de pequenos a médios; o grupo E, trés pares metacéntricos de pequenos a médios; e o
grupo F, dois pares acrocéntricos pequenos. O cromossomo X é submetacéntrico e apresenta tamanho
médio e 0 Y é submetacéntrico (Cho et al. 1997).

Como complemento a analise de células metafasicas, propos-se utilizar a analise de MN, que é tido
como um método sensivel para medir o dano citogenético (referente ao material genético, DNA da célula).
O micronucleo (MN) é uma forma de aberracdo cromossdmica na cariocinese formado por dano de DNA.
No estagio de interfase da mitose, a perda do centrémero ou danos ao fuso podem levar a formacgao de
fragmentos cromossdmicos que eventualmente permanecem no citoplasma das células-filhas apds a
mitose e formam um ou mais nucleos secundarios, os micronicleos. O MN possui forma oval ou
arredondada, com didmetro representando 1/20 a 1/3 do nucleo, localiza-se no citoplasma e possui
padrao de coloragdo semelhante ao do nicleo (Countryman & Heddle 1976).

A investigacdo citogenética no gato doméstico foi iniciada ha mais de 50 anos, com extensio
posterior a outros membros da familia Felidae. Esta foi acompanhada de avancos significativos, entre os
quais esta o "refinamento” da cultura celular, amostragem técnica e métodos cromossomicos. No entanto,
a citogenética de felinos permanece limitada em comparacdo com estudos em outras familias de
mamiferos (Maldonado & Benavides 2011).

Em animais, a citogenética é pouco utilizada no diagnéstico de neoplasias hematopoiéticas e,
assim como no estudo das neoplasias humanas, pode contribuir para classificar esses transtornos, pela
identificacdo e registro da ocorréncia de aberragdes cromossdémicas especificas, servindo como subsidio
para o estudo do cancer. Assim, o objetivo deste estudo é descrever alteragdes cromossdmicas e a
presenca de micronucleos em células de dois felinos positivos para FeLV, um com diagnéstico de linfoma e
outro, leucemia eritroide aguda (LMA M6).

MATERIAIS E METODOS

Pacientes e as amostras

0 estudo foi realizado em sete felinos, trazidos para atendimento no Hospital Veterinario
Universitario - UFSM. O diagnoéstico de cada paciente com alteracdes hematopoiéticas foi determinado
pelo exame clinico, hemograma, citologia aspirativa com agulha fina, mielograma e teste imunolégico
rapido para FeLV (ALERE S/A, Sao Paulo, SP). O controle foi constituido por um felino saudavel. Parte do
material coletado para exames complementares (1 ml de sangue periférico ou 1 ml de medula 6ssea) de
cada paciente foi acondicionado em seringa com heparina e processado até 24 horas apos a colheita.
Nenhum dos animais havia recebido quimioterapia e / ou glicocorticoides antes da coleta da amostra.
Esta pesquisa foi aprovada pela Comissdo de Etica no uso de Animais da Universidade Federal de Santa
Maria (CEUA/UFSM), mediante protocolo n? 4934020517.

Citogenética

Os procedimentos de cultivo celular foram realizados segundo Verma & Badu (1989), com
modificagdes padronizadas previamente no laboratério de citogenética do Hospital Universitario da
Universidade Federal de Santa Maria.
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Cultivo celular

0 material de sangue periférico ou medula 6ssea colhido em seringa heparinizada foi diluido 1:1
em solugio fisiologica estéril. Em seguida o material foi colocado em tubo de polipropileno estéril de 15
ml (tipo falcon) sobre Ficoll-Hypaque (Sigma-Aldrich Brasil Sdo Paulo), de acordo com as instrugdes do
fabricante e submetido a centrifugacao por 20 minutos a 400g, para separacao das células mononucleares.
Ap6s, foram retiradas as células mononucleares, separadas pelo gradiente e transferidas para outro tubo
estéril 15 ml. As células foram ressuspensas em RPMI - 1640 (Eximlab Com. De Equip. Lab. Ltda Curitiba
Parana) e centrifugadas a 400g durante cinco minutos. Esse procedimento foi repetido e, apds a obtencdo
do pellet, as células foram ressuspensas em 2 ml do mesmo meio. Aproximadamente 0,3 ml da suspensao
foram adicionados a um frasco de vidro estéril para cultivo celular, contendo 8 ml de meio de cultura
(RPMI - 1640) suplementado com 2 ml de Soro bovino fetal (América do Sul Life Technologies do Brasil
Com. Ind.Prod. Biotec Ltda, Itapevi, Sdo Paulo) e incubadas por aproximadamente 24 horas a 37,52C, 0,5%
CO2. Ap6s a incubagdo, foram acrescidas cinco gotas de colchicina (0,05pg/ml) (Sigma Chemical Company
MO, USA) as células, que foram novamente incubadas por 15 minutos. Apés este tempo o material foi
centrifugado a 400g por cinco minutos, o sobrenadante retirado e as células ressuspendidas em 10 ml de
solucdo hipotdnica (Gibas 1985), previamente aquecida, e colocadas a 37,52C, 0,5% CO: durante 45
minutos. Apdés esta etapa foram acrescentadas as células 15 gotas da solucdo de fixagdo preparada
imediatamente antes do uso (metanol: acido acético, 3:1) (Ensure Merck, Darmstadt, Germany; PA Glacial.
Proquimios, Bangu, Rio de Janeiro), homogeneizadas e centrifugadas a 400 g durante cinco minutos.
Depois de retirado o sobrenadante, as células foram ressuspendidas em 5 ml de fixador. Nessa fase o
material permaneceu 15 minutos a temperatura ambiente. Em seguida, o material foi centrifugado a 400g
durante cinco minutos e ressuspendido na mesma soluc¢do. Essa etapa (lavagem) foi repetida por, no
minimo, trés ciclos adicionais. Ao sedimento final foi acrescentado um volume de solu¢ido fixadora
correspondente a trés vezes ao do sedimento. Foram distribuidas trés gotas da suspensao sobre laminas
previamente lavadas (conservadas em dgua destilada na geladeira). Apds a secagem em ambiente imido
(banho-maria a 652C), as laminas foram identificadas e estocadas em estufa a 37,52C por, no minimo, sete
dias, para posterior bandeamento G.

Bandeamento G

De cada paciente foram selecionadas trés laminas para a realizagio do bandeamento para
obtencdo das bandas G. Para tal, as laminas foram imersas em RPMI1640 contendo Enzar - T (80ul de
Enzar - T em 30 ml de RPMI pH 7,8, entre 20 a 232C), durante 25 segundos. Imediatamente apos
transferidas para cubas contendo Etanol 70% (Merck, Darmstadt, Germany), onde foram imersas por
cinco vezes; imersdo em Tampao fosfato (pH 6,8). Apds foi realizada a coloragdo com Giemsa (EMS,
Washington DC, USA) (4,5 ml de Giemsa em 30 ml de Tampao fosfato pH 6,8) durante 20 minutos. Apds os
20 minutos, lavagem com agua destilada para a retirada do excesso de corante e secagem em temperatura
ambiente. As laminas foram analisadas e sempre que possivel, foram analisadas no minimo 10 metafases
de cada amostra em microscopia 6ptica em objetiva de 100 aumentos, as metafases foram capturadas e
cariotipadas sob um sistema de imagem, utilizado para cariétipos humanos, a partir desta primeira
organizacdo os cromossomos felinos foram classificados manualmente de acordo com Cho et al. (1997)
utilizando o programa de processamento de imagem.

Andlise de microntcleo

A andlise de microntcleo foi baseada com critérios definidos por Fenech (2007). Para cada caso,
foram analisados 1.000 células e classificados citologicamente pelo seu estado de viabilidade (necrose,
apoptose), seu estado mitético (mononucleado, binucleada (BN), multinucleado, mitética) e seu dano
cromossOmico ou estado de instabilidade, presenca de micronicleo (MN) em célula mononucleada,
binucleada, bem como brotos nucleares (NBUD). Os valores obtidos na andlise de microntcleo foram
comparados por teste pareado de Wilcoxon (Zar 1999). Para o comparativo direto, os valores de células
normais foram desconsiderados.

Identificacdo de possiveis genes-alvo

Foi consultada a pagina do Centro Nacional para Informacdo em Tecnologia (The National Center
for Biotechnology Information (NCBI)) para a identificacdo dos genes descritos no cromossomo E3 felino e
selecionados os genes cuja fun¢do poderia estar relacionada ao desenvolvimento do cancer, como controle
da proliferacao, ciclo celular, sobrevida, apoptose e expressdo génica (Hanahan & Weinberg, 2011).
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RESULTADOS

Dos sete animais com diagndstico de neoplasias hematopoiéticas, quatro foram positivos para FIV
e FelV, dois apenas FeLV e um animal ndo havia sido testado. O individuo controle apresentava-se
saudavel e negativo para FeLV e FIV. Quanto ao diagnéstico, trés apresentavam linfoma multicéntrico, dois
linfoma mediastinal, um leucemia eritroide aguda (LMA M6a) e outro leucemia aguda nao classificada.

Analise citogenética

As técnicas de citogenética convencional padronizadas para amostras humanas permitiram obter
o cariétipo de sangue periférico e de medula 6ssea dos oito felinos analisados, dos quais foi possivel
analisar metafases normais e com alteracdes numéricas como pode ser observado no Quadro 1. A
principal alteracdo foi relacionada ao animal que apresentava LMA M6a e um dos animais com linfoma
multicéntrico. Do primeiro, diagnosticado com LMA-M6a, foram analisadas onze metafases, nas quais
foram observadas trés com nimero normal de cromossomos (2n=38) e oito anormais (2n=37), neste
paciente também foi observada a dele¢ido do brago curto do cromossomo E3. No segundo paciente, que
apresentava linfoma multicéntrico, nove das 12 células analisadas também apresentaram esta mesma
alteragdo numérica. A Figura 1 ilustra o caridtipo dos dois animais mencionados, dos quais foi observada a
monossomia do cromossomo E3. Os demais animais apresentaram aneuploidia em seus caridtipos e ndo
envolveram cromossomos especificos, sendo aleatdério em varios pares de cromossomos.

A partir da analise cromossdmica foi considerada a analise de MN apenas para os pacientes que
apresentavam monossomia do cromossomo E3, devido a esta alteragdo ter sido recorrente, como pode ser
observado na Figura 2. Os resultados mostram que houve o predominio de células contendo um MN, e
células binucleadas contendo um MN foram observadas apenas no paciente que apresentava linfoma. Nao
foram observadas células contendo dois ou mais micronudcleos. O Quadro 2 demonstra a contagem das
células segundo a classificagao citolégica. Houve diferenca significativa nas contagens de LMA-M6a (N=7;
72=2,36; p=0,01) e de Linfoma (N=8; Z=2,52; p=0,01) quando comparados com o grupo controle. No
entanto, ndo houve diferenca entre LMA e linfoma (N=8; Z=0,07; p=0,94).

Identificacdo de possiveis genes-alvo

Dentre os genes presentes no cromossomo E3 estdo genes relacionados com o reparo de DNA
(Pms2, Ercc4 e Usp42), supressores tumorais (Bcl7b), controle de ciclo celular (Plk1, Sun, Mad1l1l, Mcm?7,
Usp42), oncogénese (Rab40) e Apoptose (Usp42).

DISCUSSAO

Desde as décadas de 1960 e 1970, uma correlagdo positiva entre a incidéncia de linfoma
(Louwerens 2005), Leucemia Mieloide Aguda (LMA) (Kawakami et al. 1967) e LMA, subtipo M6 (Oshiro et
al, 1971) e a incidéncia de FeLV foi observada. Desta forma, o FeLV foi considerado a causa mais comum
de neoplasmas hematopoiéticos entre as décadas de 1960 e 1980, quando 60% a 70% dos casos de
linfoma eram diagnosticados em gatos virémicos (Vail 2007).

No presente estudo foi observada a monossomia do cromossomo E3 em um paciente com linfoma
e em outro com LMA M6a, além da perda de um segmento do brago curto do E3 remanescente neste
ultimo. A observacdo de uma mesma alteracdo citogenética em dois felinos FeLV positivos com
neoplasmas hematopoiéticos sugere uma alteragdo cromossomica recorrente, como as descritas em varios
canceres (Bohlander, 2000). Altera¢des envolvendo o cromossomo E3 foram descritas em melanoma
(monossomia) e em células cultivadas de sarcoma t(A2q; E3q). Pode-se notar que ha uma relagdo entre a
perda cromossdmica e os resultados observados na andlise de micronudcleos, que revelou maior
ocorréncia de micronucleos e multinucleagio nos dois pacientes descritos. A perda de um dos
cromossomos E3, no qual sdo descritos 1401 genes, sendo muitos dos quais envolvidos em controle do
ciclo celular, apoptose e outros processos vitais pode explicar a presenca desses achados (Quadro 2).
Segundo Bhattathiri (2001), nas neoplasias, a ocorréncia de células multinucleadas pode ser devida a falha
nos mecanismos de regulacdo da divisdo celular ou pela falta de uma coordenagdo adequada entre a
cariocinese e a citocinese.

0 significado do aparecimento de mais de um nucleo ainda ndo é bem compreendido, mas tem
sido sugerido um possivel mecanismo compensatoério para manter o balango genético em certa populagdo
ou é um estado transicional para a poliploidia. Para DeNicola & Reagan (1998), células com multiplos
nucleos de varios tamanhos, incluindo os microntcleos, sdo evidéncias de divisdo anormal com desigual
distribuicao de cromatina nuclear e, portanto, caracteristicas de malignidade celular.
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Na analise citogenética dos dois pacientes que apresentaram maior frequéncia de MN em relagio
ao controle, também foi notado maior nimero de células necrdticas, apoptoticas, mitéticas e a presenga
NBUDs. Esses dados corroboram com dados da literatura, nos quais a frequéncia de ocorréncia de um
micronucleo tem correlagido positiva com a ocorréncia de aberragées cromossomicas (Kuramoto et al.
2002, Smith et al. 2003, Fenech 2006, Hamza & Mohankumar 2009, Juchimiuk-Kwasniewska et al. 2011).
Atualmente, o teste de MN em linfécitos de sangue periférico é utilizado como biomarcador de dano
cromossOmico in vivo e in vitro. Muitas evidéncias tedricas se somam para dar subsidio ao papel causal da
inducdo do MN no desenvolvimento do cancer (Mateuca et al. 2006).

A presenca de células binucleadas com MN foi observada apenas no paciente que apresentava
linfoma e era positivo somente para FeLV, segundo Rodilla (1993), que observou varios tipos celulares de
mamiferos, a formacao de células binucleadas seria o primeiro passo para altos niveis de ploidia e poderia
ter um importante papel na transformacdo maligna. Nos dois pacientes que apresentaram a monossomia e
a presenca de MN tiveram um prognoéstico desfavoravel devido ao curso da doenga, e em pouco tempo
vieram a 6bito, esta informacgao vai de acordo com varios estudos em medicina humana que mostram que
a formacdo de micronucleos em linfécitos é relevante para o grau de doenga e tumores com maior
formacdo de micronucleo terdo maior malignidade (Bonassi et al. 2007, Hamurcu et al. 2008).

Devido a positividade ao FeLV estar presente nos casos analisados, acredita-se que a integracdo
de particulas virais ao genoma das células esta relacionada com o desenvolvimento de tumores. A
tumorigénese induzida pelo FeLV ocorre pela ativacdo de oncogenes ou por mutacgdes no local de insergao.
As sequéncias promotoras retrovirais, LTR (long terminal repeats), quando integradas préximas a um
gene envolvido com proliferagdo ou auto-renovacdo, podem levar a sua hiperexpressao, fazendo com que
as células-alvo apresentem maior proliferacdo ou sobrevida (Ghosh et al. 2000). Genes relacionados com a
auto-renovacido conferem imortalidade as células transformadas e propiciam o acimulo de mutagdes,
levando a instabilidade gendmica (Yao & Dai 2014).

E provavel que uma complexa interagdo de fatores co-oncogénicos esteja envolvida na patogénese
do linfoma e da leucemia associados ao FeLV. Um dos sitios comuns de integracdo do FeLV é o locus do
flvi-2. Esse gene é ort6logo do Bmil humano, um gene polycomb responsavel pela auto-renovagdo de
células-tronco e cuja expressdo é alterada em algumas leucemias (Mulaw et al. 2012). Em felinos, estas
alteracdes também sdo descritas em tumores mamarios (Mayr & Ortner 1995), células de linhagem de
fibrossarcoma (Erichsen et al. 2012) e linfomas de células T (Yang et al. 1995).

A perda estrutural de um ou de varios genes, como o que ocorreu na monossomia descrita neste
relato, leva a perda de heterozigosidade, uma condicdo importante quando os alelos remanescentes
também estdo alterados. Quando tais genes desempenham fun¢gdes como supressio tumoral, controle de
ciclo celular e apoptose, como alguns dos presentes no E3, a possibilidade de transformacdo maligna das
células alteradas é grande. Tal condicdo é observada nas sindromes mielodisplasicas humanas, onde a
delecdo intersticial do brago longo do cromossomo 5 [del(5g-)] pode ocorrer tanto em células
progenitoras mieloides como eritroides e esta relacionada a haploinsuficiéncia e posterior inativacao do
gene RPSS14, levando a ativagdo do p53 (Gabala & Besa 2014).

A exemplo de possiveis consequéncias da perda de genes importantes presentes no cromossomo
E3, sdo listados os genes: Mad1l1 (Mitotic Arrest Deficient Like 1), responsavel pelo controle da montagem
do fuso mitético que impede o inicio da anafase até que todos os cromossomos estejam adequadamente
alinhados na metafase. Dessa forma, o Mad1l1 pode desempenhar um papel no controle do ciclo celular e
na supressao tumoral (Akeray & Watanabe 2016). Este gene pode estar diretamente associado a presenca
de MN encontrados nos dois pacientes em questdo, por apresentarem falhas no alinhamento dos
cromossomos. Segundo Fenech & Morley 1986 e Hsu et al. 1989, os sistemas de reparo do DNA sdo
responsaveis, pelo menos em parte, pela manutencio da integridade do material genético apds os danos
espontaneos ou induzidos no DNA. Partindo dessa premissa, na perda do E3, levando a haploinsuficiéncia
do Mad1l1 em um genoma instavel pela positividade ao FeLV, pode ter ocorrido a delecao do outro alelo,
causando altera¢des na mitose e a consequente formacdo dos MN observados.

Outro gene importante presente no E3 é o PmsZ2, responsavel pelo sistema de reparo de bases mal
pareadas do DNA (Wang & Lai 2014, Nakamura et al. 2014). O gene PIk1, cuja regulacdo dindmica é crucial
para os seus papéis na maturacdo do centrossoma, montagem do fuso, fixacdo dos microtubulos-
cinetocoros e citocinese (Degenhardt & Lampkin 2010. A proteina MCM2-7 que estd intimamente ligada
ao inicio da replicagdo do DNA (Luo 2011, Blow & Dutta 2005). A protease USP42 que estd envolvida em
varios processos celulares, tais como o ciclo celular, reparo do DNA e apoptose (Paulsson et al. 2006). A
perda funcional de varios genes como os acima descritos refor¢a a hip6tese multicausal do cancer, onde
varios genes que controlam processos cruciais estdo alterados, levando a instabilidade gendmica, que,
pelo acimulo de alteragoes leva ao desenvolvimento do cancer.
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CONCLUSOES

A monossomia do cromossomo E3 em dois felinos resulta em importante perda de genes
responsaveis pelo controle do ciclo celular e é um dos eventos causais da instabilidade gendémica e
carcinogénese, podendo ser considerada um evento recorrente.

A positividade para FeLV observada nos pacientes refor¢ca o papel da infec¢do viral como evento
importante no desenvolvimento do cancer em felinos.
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Figura 1- Fotomicrografia de metafase representativa, aumento de 1000x, com bandeamento G. Em A)
cariétipo: 38,XY, normal, B) representativo da monossomia e delecdo do braco curto do cromossomo E3
de um felino com diagndstico de LMA-M6a e em C) paciente com linfoma apresentando monossomia do
E3.
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Figura 2 - Fotomicrografias das células obtidas no cultivo celular RPMI 1640 com SBF. Aumento de 1000
vezes. Em (A) célula mononucleada; (B) célula BN; (C) célula multinucleada; (D) célula mononucleada
contendo um MN; (E) célula BN contendo um MN; (F) célula apresentando brotamento nuclear, NBUD; (G)
célula necrotica; (H) célula apoptética; (I) célula mitética.
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Quadro 1. Resultados da andlise cromossomica relacionados a felinos com neoplasias
hematopoiéticas.

Animal Neoplasia FeLV? FIV3 Metafase Metafase
normal alterada

1 LMA Mé6al Positivo Positivo 3 8

2 Linfoma Multicéntrico Positivo Negativo 3 9

4 Linfoma Multicéntrico Positivo Negativo 7 3

4 Linfoma Mediastinal Positivo Positivo 9 1

5 Leucemia aguda Positivo Positivo 6 4

6 Linfoma Multicéntrico Positivo Positivo 7 3

7 Linfoma Mediastinal NT# NT 10 0

Controle Sem alteragdes Negativo Negativo 10 0

1LMA-M6a: leucemia eritroide aguda. 2 FeLV: virus da leucemia felina. 3FIV: virus da imunodeficiéncia
felina. 4NT: ndo testado.

31



Quadro 2. Descricdo das caracteristicas morfoldgicas nucleares, ploidia e estado mitético e de
sobrevida de células de felinos com leucemia mieloide aguda M6a, linfoma multicéntrico e de um

animal controle.

Células Animal

Controle LMA-M6a* Linfoma
Mononuclear 989 889 932
Binuclear 7 8 16
Multinuclear 0 8 19
Mononuclear MN? 0 5 7
Binuclear MN 0 0 2
NPBs? 0 0 0
NBUDs3 0 3 7
Necrética 1 12 8
Apoptética 1 24 5
Mitotica 2 51 4
Total 1000 1000 1000

IMN: microndcleo. 2NPBs: pontes nucleoplasmaticas. SNBUDs: brotos nucleares. *LMA-M6a: leucemia

eritroide aguda.
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3 CONCLUSAO

A analise citogenetica de celulas neoplasicas € importante para identificar alteracGes e
estabelecer possiveis causas associadas ao desenvolvimento das neoplasias.

A monossomia do cromossomo E3 é uma alteracdo citogenética recorrente em felinos
e envolve genes importantes no controle de ciclo celular, apoptose, reparo de DNA e
supressdo tumoral e sobrevida, processos associados a malignidade. A presenca de
micronucleos esta relacionada com a malignidade dos neoplasmas.

A citogenética convencional é adequada para identificar anomalias cromossdmicas

relacionadas com a etiopatogenia das neoplasias.
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