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Resumen:  A pesar de que pocos pacientes con TVT presentan metástasis a distancia,
el estudio de este modelo de transmisión de células neoplásicas puede contribuir
a la compresión del mecanismo de implantación de las células metastásicas. Varios
marcadores de pronóstico se han estudiado en la progresión tumoral, dentro de ellos la
expresión génica y proteica del ATM. Este gen, en bajas expresiones está relacionado
directamente a la progresión neoplásica, principalmente en neoplasias mamarias en
humanos, así como en la reducción de la supervivencia global de estos pacientes. La
principal función del TP53 es la interrupción del ciclo celular y reparación del ADN o
inducción de la apoptosis, por tal motivo se sugiere que la pérdida de su función puede
permitir que células mutadas acumulen aún más mutaciones e inactiven otros supresores
y protooncogenes favoreciendo el desarrollo y surgimiento de neoplasias. El objetivo del
estudio fue evaluar la expresión génica de ATM y TP53 en TVT. Para eso utilizamos
32 muestras de TVT canino donde su mARN fue extraído y usado en la técnica de
qRT-PCR. Los resultados fueron comparados con un grupo control compuesto por
sangre periférica de 10 caninos libres de neoplasias. En la evaluación de la expresión
de transcritos de ATM hubo mayor expresión (P < 0,0001) en el tejido tumoral del
TVT en comparación con el grupo control. En el TP53 no se encontraron diferencias
estadísticas (P = 0,26) entre los grupos. Estos factores pueden ayudar a explicar el bajo
índice metastásico originado por esta neoplasia.
Palabras clave: expresión, invasión metastásica, genes supresores tumorales.
Abstract: e study of metastatic progression mechanisms of TVT is necessary. Several
prognostic markers have been studied, including ATM genic and protein expression.
When present in low expression, this gene is associated to neoplastic progression and
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low survival rates, especially in mammary neoplasms in humans. e main function of
TP53 is to interrupt cell cycle and DNA repair or to induce the apoptosis. erefore,
it is suggested that the loss of its function may allow mutated cells to accumulate more
mutations, and even inactivate others suppressor and proto oncogenes, favoring the
development and onset of neoplasms. is study aimed to evaluate ATM and TP53 gene
expression in TVT. irty two canine TVT samples that had their mRNA extracted and
submitted to qRT-PCR technique were used. e results were compared to peripheral
blood of 10 healthy dogs as control group. At the evaluation of the transcript ATM gene
it was observed a significant increase expression in tumoral tissue (TVT) (P < 0.0001)
when compared to control group. However, the TP53 gene showed similar transcript
gene between tumor tissue (TVT) (P = 0.26) and control group. ese factors may
explain the low metastatic rate.
Keywords: expression, metastatic invasion, tumoral suppressor genes.

INTRODUCCIÓN

El tumor venéreo transmisible canino (TVT) es una neoplasia maligna
de células redondas, siendo transmitido naturalmente entre los caninos y
afecta a animales de ambos sexos (Vazquez-Mota y col 2008, Varughese
y col 2012). Normalmente el TVT afecta los genitales externos (Das y
Kumar 2000) y su transmisión ocurre por implantación de las células
tumorales, principalmente por el coito, sin embargo también puede
ocurrir por lamedura o por el olfateo del órgano genital afectado (Marchal
y col 1997, Bautista-Gómez y col 2011). La metástasis del TVT raramente
ocurre, sin embargo ya fueron descritas afectando órganos como las
amígdalas, globo ocular, hígado, bazo, riñón, pulmón, musculatura y hasta
órganos múltiples (Oduye y col 1973, Rogers y col 1998, Park y col 2006).

Varios investigadores buscan entender el origen y la evolución del TVT
(Rebbeck y col 2009) y estudios actuales sugieren que el TVT se originó
de una misma célula clonal de lobos hace 65.000 años y que este tumor
es genéticamente distinto de su hospedero (Bautista-Gómez y col 2011,
Murchison y col 2014).

El gen ataxia telangiectasia mutado (ATM), identificado en 1995
en humanos (Teraoka y col 1999), está asociado al desarrollo de
varias enfermedades, como ataxia cerebelar, telangiectasias oculares,
deficiencia inmunológica, radiosensibilidad, diabetes insulinorresistente,
envejecimiento precoz y predisposición al desarrollo de varios tipos de
cáncer (Teraoka y col 1999, Gatei y col 2000, Cuatrecasas y col 2006,
Prokopcova y col 2007, Lavin 2008, Bhatti y col 2010).

El ATM es un gen supresor tumoral, que es activado en respuesta
a daños en el ADN, que cuando no son reparados pueden llevar
a reordenamientos genómicos e inestabilidad en los cromosomas
contribuyendo al proceso de tumorogénesis (Bensimon y col 2011).
Además, el ATM ejerce un importante papel en el control tumoral, ya que
su expresión puede activar el gen TP53 en la interfaz del ciclo celular en el
paso S/G1 para que haya corrección del ADN. Otras modificaciones en
la cromatina de las células son capaces de activar las proteínas quinasas del
ATM y por tanto de esta manera activar el TP53 (Lavin y Khanna 1999,
Loehberg y col 2007).
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El objetivo de este estudio fue evaluar la expresión génica del ATM
y del TP53 en muestras caninas de tumor venéreo transmisible, con el
fin de investigar algunos de los mecanismos posibles involucrados en la
implantación de las células tumorales.

MATERIAL Y MÉTODOS

Este experimento fue aprobado por el Comité de Ética CEUA
(Comissão de Ética no Uso de Animais-JaboticabalSP), protocolo
número 011303/11.

Fueron seleccionados 32 perros provenientes de centros de control de
zoonosis de Botucatu/SP y Seropédica/RJ, Brasil. Siendo 19 hembras y 13
machos, con media de edad de 4 años (variando entre dos y seis años). De
estos, 29 eran sin raza definida (SRD), un American Pit Bull y dos Poodles.
Los tumores colectados se localizaban en la vulva o el pene y el diagnóstico
primario fue hecho por examen citológico y posterior confirmación por
examen histopatológico.

Como grupo control fueron seleccionados 10 perros sanos y fue
colectada sangre para la posterior extracción de leucocitos y evaluación
de la expresión del mARN (ARN mensajero). Estos perros tenían edad
media de 2,5 años (variando entre dos y tres años), todos eran SRD,
siendo seis hembras y cuatro machos. La selección de estos animales
fue basándose en el examen clínico y exámenes complementarios para la
confirmación de la sanidad de los animales.

Para la colecta de los fragmentos de TVT los animales fueron sometidos
a medicación preanestésica, con el uso de Midazolam en la dosis 0,3 mg/
kh asociado a Tramadol en la dosis de 3 mg/kg por vía intramuscular.
Después de 15 minutos a estos pacientes se les realizó una punción
transcutánea de la vena cefálica con un catéter para fluido terapia
con solución fisiológica 0,9% (10 mL/kg/h). La inducción anestésica
fue realizada con Propofol en una dosis de 4 mg/kg vía intravenosa.
A partir del momento en el que el canino se encontraba en plano
anestésico quirúrgico fue realizada la colecta del tumor, sin la necesidad de
profundizar el plano anestésico. Con un bisturí fue retirada una porción
de 40 mg del tumor, esa porción fue separada posteriormente en dos
fragmentos de 20 mg cada uno e inmediatamente estos fragmentos fueron
acondicionados en tubos estériles y mantenidos en nitrógeno líquido y
finamente almacenados a –80 °C.

Las muestras del TVT congeladas fueron seccionadas en un criostato
(LEICA), mediante cortes de congelamiento secuenciales de 5 µm.
La coloración de las láminas fue realizada con hematoxilina y eosina,
posteriormente fueron analizadas en un microscopio de luz (LEICA) con
la finalidad de verificar la presencia del tumor en las muestras congeladas.
Todas estas presentaron 95% de células neoplásicas.

En seguida estas muestras fueron sometidas a un proceso de clivaje
mediante tubos con bids magnéticos en un Precellys R (BioAmerica Inc,
Florida, EUA). Luego, se realizó la extracción del ARN utilizándose el
protocolo de TRIZOL® (Invitrogen) según las indicaciones del fabricante.
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Para comparar la expresión de ATM y de TP53 del Telomere
Variant Repeat (TVR) con el grupo control, cerca de 5 mL de sangre
fueron extraídos de caninos saludables y acondicionados en tubos con
anticoagulante EDTA e inmediatamente refrigerados. Los tubos con
sangre fueron centrifugados a 1.000 x g a 4 °C por 10 minutos, en seguida
el agregado leucocitario fue aislado y transferido a un nuevo tubo con
1 mL de tampón de lisis de células rojas (RCLB – pH 7,6 1X: 10 mM
de Tris; 5 mM de MgCl2 e 10 mM de NaCl) y centrifugado a 1.800 x
g por 10 minutos a 4 °C hasta obtener un pellet de leucocitos libres de
glóbulos rojos. El pellet de leucocitos utilizado para la extracción del ARN
total fue el kit TRIZOL® (Invitrogen) siguiendo las recomendaciones del
fabricante.

Después de la extracción de ARN total muestras de ambos
grupos fueron incubadas a temperatura ambiente por 5 minutos,
consecutivamente fueron adicionados 200 µL de cloroformo al tubo y
fueron homogenizados por 3 minutos seguidos de 3 minutos de reposo a
temperatura ambiente. Seguidamente las muestras fueron centrifugadas a
12.000 x g durante 15 minutos a 4 °C. El sobrenadante fue transferido a
un nuevo tubo, fueron adicionados 500 µL de alcohol isopropílico y las
muestras permanecieron a temperatura ambiente en reposo durante 10
minutos, luego fueron centrifugadas a 12.000 x g por 10 minutos a 4 °C
y el sobrenadante fue descartado. El sedimento fue lavado con etanol al
70% y centrifugado a 7.500 x g durante 5 minutos a 4 °C. Finalmente
el exceso de etanol fue retirado mediante secado al vacío y el sedimento
resuspendido en agua libre de DNases y RNases.

La concentración y pureza del ARN total fueron evaluadas por
espectrofotometría (Nanodrop™ ND-8.000, ermo Scientific), mientras
que la integridad de ARN fue verificada mediante el Bioanalyzer (kit para
RNA 6.000 Nano Series – GE). Para eliminar cualquier contaminación
de ADN genómico el ARN total extraído fue tratado con DNAse I.

La transcripción reversa del ARN para cADN fue realizada con 1 µg
de ARN total tratado con DNase I y con la enzima Super-script III™
Reverse Transcriptase enzyme (Invitrogen Life Technologies Inc). En
este protocolo se usó 1 μL de oligodT (500 μg/mL), 1 μL de primers
iniciadores (100 μg/mL) y 1 μL de dNTP. Esta mezcla fue calentada a
65 °C por 5 minutos y en seguida fueron adicionados 4 µL de tampón de
transcripción 5x, 1 µL de DTT 0,1 M y 1 µL de la enzima Super-scrip
III (200 U/µL). Luego se realizó una incubación de 5 minutos a 25 °C,
seguida de 1 hora y media a 50 °C y finalmente 15 minutos a 70 °C. Al
final de la transcripción el cADN fue conservado a -20 °C.

Los primers iniciadores de ATM y de TP53 fueron dise- ñados
con el auxilio del programa Primer-Blast [1] , mientras que los genes
de referencia RPS5, RPS19, RPL8, HPRT fueron obtenidos según las
recomendaciones de Brinkhof y col (2006) y ACTB con el soware
Primer Express 2.0 (cuadros 1 y 2).

Las reacciones de qPCR para ATM, TP53 y los genes de referencia
fueron realizadas en dos repeticiones por muestra, en placas de 96
pozos para el termociclador StepOne Plus ermal Cycler (Applied
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Biosystems). En cada pozo fueron adicionados 11,5 µL de una solución
compuesta por 6,25 µL de Power SYBR Green PCR Master Mix (Applied
Biosystems), 0,3 µL de cada primer iniciador (sequencia foward y reverse)
a 10 Mm y 1 µL de cADN (diluida 1:10). Las condiciones de reacción
de las amplificaciones de todos los iniciadores fueron 40 ciclos de 15
segundos a 94 °C y 1 minuto a 60 °C. La curva de disociación fue
concluida en todos los experimentos para determinar la especificidad de
los productos de PCR. La cuantificación relativa fue calculada por el
método de 2-∆∆Ct (Livak y Schmittgen 2001).

Los análisis estadísticos fueron realizados mediante la evaluación de la
normalidad de los datos y se compararon los valores de expresión génica
de ATM y TP53 del TVT con el grupo control mediante el test de Mann-
Whitney. Todos los análisis fueron hechos en el programa GraphPrisma,
considerándose un nivel de significancia del 95%.

RESULTADOS

Los genes de referencia con mayor estabilidad fueron determinados por
el soware GeNorm a partir del grupo con cinco genes (RPS 5, RPS 19,
RPL 8, ACTB y HPRT).

En la evaluación de la expresión de transcritos de ATM fue verificado
un aumento significativo de su expresión en el tejido tumoral (TVT) (P
< 0,0001) en relación con grupo control (figura 1). En la evaluación de
la expresión de transcritos del TP53 no fue confirmada una diferencia
estadística (P = 0,26) (figura 2).

Cuadro 1
Primers iniciadores para la expresión génica del gen ATM y TP53, diseñados

con el auxilio del programa Primer-Blast. Primers for the gene expression
of ATM and TP53 gene, designed with the aid of Primer-Blast program.

Cuadro 2
Secuencia de los primers iniciadores utilizados en el análisis de expresión génica. Estos

datos fueron obtenidos según Brinkhof y col (2006) y con el soware Primer Express 2.0.

Sequence of the primers primers used in the analysis of gene expression. ese data were
obtained according Brinkhof et al (2006) and with the Primer Express 2.0 soware.
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DISCUSIÓN

A pesar de que el tumor venéreo transmisible (TVT) es considerado una
neoplasia maligna por la capacidad de diseminarse para otros órganos, en
la mayoría de los casos está asociado a un pronóstico favorable, por la baja
tasa de invasión metastásica y de mortalidad sumado a la alta respuesta
a los tratamientos quimioterapéuticos (Vásquez-Mota y col 2008, Lapa
2009, Tinucci-Costa 2009, Varughese y col 2012). Estudios recientes por
Strakova y col (2014) relatan la presencia de 0,5% de invasión metastásica
en perros, y los principales sitios de invasión metastásica en estos pacientes
son: ganglios linfáticos, útero, piel, cavidad nasal y bucal. La forma en
que ocurre su transmisión, por la implantación directa de las células
tumorales diferentes de su hospedero hace que el TVT sea una neoplasia
diferenciada, generando una búsqueda continua por la compresión de los
mecanismos carcinogénicos que llevan a su formación y baja malignidad
(Marchal y col 1997, Bautista-Gómez y col 2011). Este factor puede
ser correlacionado en nuestro estudio con la expresión génica de ATM
en las células del TVT, una vez que la baja expresión de esta proteína
ya fue correlacionada con metástasis en los nódulos linfáticos de perras
afectadas por tumores mamarios (Raposo 2013). En un estudio realizado
por Raposo (2013) fue observada la disminución en los niveles de la
expresión génica de ATM en carcinomas mamarios metástasicos y no
metastásicos al ser comparados con glándulas mamarias normales. Por
tanto, este factor puede estar directamente relacionado al desarrollo del
carcinoma mamario y a la evolución metastásica de la enfermedad.

Bueno y col (2013) evaluó 926 muestras de neoplasias mamarias en
mujeres, observó que la baja expresión de ATM ocurre en neoplasias
de alto grado, así como en la progresión de la enfermedad con invasión
metastásica. Otro dato observado fue que las neoplasias que expresaban
ATM tenían menor índice de invasión metastásica. Según Cuatrecasas
y col (2006), en tumores mamarios en mujeres la baja expresión del
ATM estimula tanto la microvascularización como el factor de inducción
de hipoxia, estimulando la angiogénesis por medio de la expresión del
VEGF, factores importantes de la diseminación de las células neoplásicas
a distancia y para el desarrollo de tumores localizados (Ousset y col
2010). En el presente estudio se observó un aumento de la expresión
de transcritos de ATM en las muestras caninas de TVT comparado
con el grupo control, sugiriendo una asociación de su expresión en el
comportamiento menos agresivo de estos tumores.

Era de esperarse que el aumento de transcritos de ATM pudiese
estimular los niveles de TP53, lo que no fue observado en este estudio, ya
que este último presentó niveles similares en ambos grupos. Según Lavin
y Khanna (1999) y Loehberg y col (2007), la alta expresión del ATM,
así como las alteraciones en la cromatina celular, pueden activar el gen
TP53 y de esta manera interceptar a las células con alteraciones genéticas
en la fase S/G1 corrigiendo el error en el ADN y en caso contrario inducir
apoptosis. Probablemente, otros mecanismos regulatorios influencian los
niveles transcritos de TP53, dentro de ellos el silenciamiento génico o
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la acción del miARN. Así, la expresión del TP53 no presentó diferencia
estadística en relación con el grupo control, este hecho también fue
descrito por Moro y col (2010).

Figura 1
Representación gráfica de la mediana del cuantificación relativa (RQ) del ATM ± la

desviación estándar del marcador en la sangre (control) y en el TVT. Test de Mann-Whitney.
Graphical representation of the median relative quantification (RQ) of ATM ± standard

deviation of the marker in the blood (control) and in the TVT. Mann-Whitney Test.
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Figura 2
Representación gráfica de la mediana del cuantificación relativa (RQ) del TP53 ± la

desviación estándar del marcador en la sangre (control) y en el TVT. Test de Mann-Whitney.
Graphical representation of the median relative quantification (RQ) of TP53±

standard deviation of the marker in the blood (control) and TVT. Mann-Whitney Test.

En TVT trasplantados en fase de regresión espontánea, las células
tumorales presentan bajos índices de marcación inmune de P53, lo que
puede sugerir que el P53 está activo y promoviendo apoptosis celular y
por este motivo ocurre la regresión del tumor (Moro y col 2010).

Otro factor a considerar es que en TVTs de origen natural la marcación
inmune proteica para P53 fue pobre, sugiriendo que esta proteína no
participa directamente en el control de esta neoplasia (Moro y col 2010).
Esta no expresión proteica puede ser correlacionada al silenciamiento
genético del TP53 observado en nuestro estudio.

En otros tumores mamarios en perras, la marcación inmune
del P53 se evidencia siempre en neoplasias con características
metastásicas (Bertagnolli y col 2009). Lopes y col (2010) relataron baja
inmunorreactividad en neoplasias mioepiteliales mamarias y constantes
mutaciones en el gen TP53 en adenocarcinomas mamarios en humanos.
Así como Lopes y col (2010), Terra (2010), observaron mayor marcación
inmune de P53 en neoplasias mamarias malignas al ser comparados con
un grupo de neoplasias benignas. Esos hallazgos corroboran el potencial
maligno de neoplasias que acumulan la forma mutante de la proteína
P53 y difieren de los resultados observados en nuestro estudio, donde los
niveles de TP53 se mantuvieron dentro de la normalidad, garantizando la
acción de este gen supresor tumoral.

Se concluye que la baja tasa de diseminación a distancia del TVT puede
estar relacionada al aumento en la expresión del ATM, así como a la
expresión normal del TP53 en las células tumorales del TVT, ambos genes
podrían vincularse a la baja progresión tumoral.
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