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RESUMO

SANCTIS, P. Tumor Venéreo Transmissivel Canino (TVTC): estudo do perfil
transcricional. 2020. 78 f. Dissertacdo de Mestrado — Faculdade de Medicina de
Botucatu, Universidade Estadual Paulista “Julio de Mesquita Filho”, Campus de Botucatu,
Botucatu, 2020.

O Tumor Venéreo Transmissivel Canino € uma neoplasia que tornou-se
ponto de partida para o estudo da oncologia a partir do século XIX pelo
sucesso no transplante experimental. No entanto, dados sobre diferencas
genéticas sdo escassos, sendo importante o estudo do perfil genémico
para identificar alteracbes no genoma, marcadores prognosticos e,
consequentemente, melhorar o diagndstico e a resposta terapéutica.
Diante do exposto, realizou-se o sequenciamento deste tumor e avaliou-
se o0 envolvimento dos genes na progressao e evasao da resposta imune,
principalmente, sendo eventos pouco explorados neste tumor. Para tal,
foram utilizadas doze amostras de cdes com diagndstico de Tumor
Venéreo Transmissivel Canino, sem predilecdo por raca e sexo, com idade
a partir de dois anos e sem nenhum tratamento prévio. Por meio da bidpsia
da lesao, realizou-se a extracdo do RNA total, sequenciamento e posterior
analise do transcriptoma por técnicas de bioinformética por meio dos
softwares R, STAR e Bioconductor, sendo a analise da expressao
diferencial realizada pelo pacote DEseq2 com p<0,05, log2 fold change>2.
Ao final, foram identificados os genes diferencialmente expressos e na
analise do perfil global, observou-se que tais genes estdo relacionados
com progressao, evasao da resposta imune, supressao da apoptose e falta
de reparo do DNA, sendo a maioria marcadores prognosticos de outros
tipos tumorais, como BRCA1, ATAD5, CXCL8, GADD45G, RASSF2 e
TPX2, o que demostra a necessidade de estudos acerca de marcadores

para este tumor.

Palavras-chave: Céao; Tumor Venéreo Transmissivel, Transcriptoma;
Genes; Perfil transcricional; Progressao; Resposta imune; BRCA; ATADS;
CXCLS8; GADDA45G; RASSF2; TPX2.



ABSTRACT

SANCTIS, P. Canine Transmissible Venereal Tumor (CTVT): study of the
transcriptional profile. 2020. 78 f. Masters Dissertation — Medicine School Botucatu,
Universidade Estadual Paulista “Julio de Mesquita Filho”, Campus de Botucatu, Botucatu,
2020.

Canine Transmissible Venereal Tumor is a neoplasm that became a
starting point for the study of oncology since the 19th century due to its
success in experimental transplantation. However, data on genetic
differences are scare, and it is important to study the genomic profile to
identify changes in the genome, prognostic markers and, consequently.
improve diagnosis and therapeutic response. In view of the this, this tumor
was sequenced and the involvement of genes in the progression and
evasion of immune response was evaluated, mainly, with little explore
events in this tumor. For this purpose, twelve samples of dogs with a
diagnosis of Canine Transmissible Venereal Tumor were used, without
predilection for race and sex, aged from two years and any previous
treatment. Through the biopsy of the lesion, the total RNA was extracted,
sequenced and subsequent analysis of the transcriptome by bioinformatics
techniques using software R, STAR and Bioconductor, with the analysis of
the differential expression performed by DEseq2 package with p <0.05,
log2 fold change> 2. At the end, differentially expressed genes were
identified and in the analysis of the global profile, it was observed that such
genes are related to progression, evasion of the immune response,
suppression of apoptosis and lack of DNA repair, the majority being
prognostic markers of other tumor types, such as BRCA1, ATAD5, CXCLS,
GADD45G, RASSF2 and TPX2, which demonstrates the need for studies

on markers for this tumor.

Keywords: Dog; Transmissible Venereal Tumor; Transcriptome; Genes;
Progression; Immune response; BRCA; ATAD5; CXCL8; GADD45G; RASSF2;
TPX2.
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presentasis

A presente dissertagéo foi subdividida em dois capitulos. O primeiro
traz a introducdo, revisao bibliogréafica, objetivos, metodologia empregada,
resultados obtidos e a discussao destes. O segundo capitulo consiste no
manuscrito redigido para submissdo em periédico cientifico e ao final traz

as interpretacdes gerais do estudo no item Conclusao.






1. Introducéo

O Tumor Venéreo Transmissivel Canino trata-se de uma neoplasia
de células redondas de origem mesenquimatosa, a qual, diferentemente
de outras neoplasias, parece nao expressar a fase de iniciagdo, uma vez
que se trata de uma lesao ja neoplasica que se instala em mucosas que
perderam a integridade.

Acredita-se que transmissdo do tumor ocorra por meio da
implantacdo de células tumorais de um animal para outro principalmente
de forma venérea como também pode ocorrer via arranhadura, lambedura
ou contato direto entre a pele e mucosa lesionada seja de um animal para
outro ou do animal para ele proprio, de modo a causar mais lesdes.

O estudo desta neoplasia se faz importante agregado a existéncia
de marcadores moleculares de alta especificidade que podem esclarecer
0 seu comportamento biolégico in vivo e, desta forma, auxiliar na
compreensdo de sua forma de transmissdo, a qual ainda ndo esta
totalmente esclarecida, assim como incentivar a busca de novos enfoques
terapéuticos para 0s casos resistentes a quimioterapia com sulfato de
vincristina.

Nesse sentido, o sequenciamento em larga escala do Tumor
Venéreo Transmissivel Canino pode trazer informacfes adicionais
relacionadas ao transcriptoma, o que inclui e expressdao de genes
especificos, bem como a identificacdo de novos genes e a relacdo destes
com a progressao tumoral, a evasao da resposta imune do hospedeiro e
implantagéo das células tumorais, por exemplo.

Por fim, a partir dessas abordagens, espera-se contribuir na
pesquisa em oncologia comparada e acredita-se que este estudo podera
servir para compreender a génese e possivel evolucao biolégica de outros

tipos de tumores tanto nos animais quanto nos seres humanos.
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2. Revisao de literatura

2.1. O processo de carcinogénese

O cancer compreende mais 200 tipos de doencas e trata-se do
produto final de um processo dinamico e complexo desenvolvido em
multiplas etapas (Figura 1). Sua etiologia € complexa e depende de
interacfes do individuo com o ambiente e de fenbmenos genéticos ou
epigenéticos responsaveis pelas mutacbes que conferem vantagem
proliferativa as células e levam a sua expansdo clonal (XIAOMEI;
HERBERT, 2006; BODE; DONG, 2009; HLATKY; HAHNFELDT, 2014;
VINEIS; WILD, 2014; CHAFFER; WEINBERG, 2015; HYNDMAN, 2016;
TOMASETTI; VOGELSTEIN, 2017).

Na primeira etapa, a iniciacdo, tem-se a presenca de agentes
mutagénicos, também chamados de iniciadores, que causam alteracao na
estrutura do material genético celular, de modo que a célula iniciada passa
a apresentar uma taxa de proliferacdo alterada e se torna propensa a
sofrer mais mudancas genéticas, sejam estas espontaneas ou induzidas
(INCA, 2011; HLATKY; HAHNFELDT, 2014; HYNDMAN, 2016).

Os agentes mutagénicos possuem diferentes naturezas e podem
agir de forma isolada ou combinada, sendo divididos em quimicos, fisicos
e biolégicos. Dentre eles, os bioldgicos tratam-se de agentes infecciosos
tal como os virus, a exemplo do papiloma virus humano (HPV),
responsavel pelo desenvolvimento do carcinoma de colo uterino e sua
transmissao ocorre principalmente de forma venérea (INCA, 2011;
FRAGOSO, 2013; VINEIS; WILD, 2014; WU et al., 2015).

ApOs a iniciacdo tem-se a promocao, que compreende alteracdes
na dinamica da divisdo celular ou do meio intracelular provocadas por
agentes indutores, expansdo e acumulo de novas alteracdes. A partir
deste ponto pode haver progressdo ou regressao do tumor ja instalado,

pois para a fase seguinte € necessario um microambiente favoravel ao
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desenvolvimento tumoral, o que inclui a evasdo da resposta imune do
hospedeiro (INCA, 2011; FRAGOSO, 2013; LOPES et al., 2013; HLATKY;
HAHNFELDT, 2014; HYNDMAN, 2016).

Antes de se chegar a progressao, tem-se alteracdes consequentes
do processo de transformacdo, as quais postula-se que estejam
relacionadas a heterogeneidade genética da massa tumoral. Entretanto,
da mesma forma que ndo é vélido afirmar que todas as células tumorais
tém o mesmo gendtipo, também néo é valido afirmar que tenham o mesmo
conjunto de transcritos e, consequentemente, o mesmo fenotipo
(COTRAN; ROBBINS, 2010; LOPES et al., 2013).

Tal caracteristica é importante para o delineamento de estratégias
terapéuticas a medida que alvos moleculares sdo definidos e explorados,
de modo que o tumor pode ser representado como compartimentos de
células com assinaturas transcricionais diferentes e, portanto, sujeitos a
diferentes abordagens terapéuticas (LOPES et al., 2013).

Na progresséo, caracterizada pela instabilidade do genoma em uma
leséo ja formada, certas caracteristicas sdo adquiridas ou aprimoradas, o
que inclui alteracdes estruturais relacionadas ao metabolismo celular,
elevada taxa de proliferagdo (insensibilidade a sinalizacdo inibitéria do
crescimento), ativagdo de oncogenes, perda de funcdo dos genes
supressores tumorais, invasao e capacidade metastatica (BODE; DONG,
2009; CONTI, 2010; INCA, 2011; FRAGOSO, 2013; LOPES et al., 2013;
HLATKY; HAHNFELDT, 2014; KORKAYA et al., 2015).

Durante esta fase, muitos tumores se tornam mais agressivos e as
células tumorais recrutam uma colegéo diversa de células que compdem
0 microambiente e estdo sujeitas a um processo de mutagao e selecao,
isto é, novos subclones surgem dos descendentes da célula originalmente
transformada por multiplas mutagbes. Logo, tem-se uma evolucdo até o
surgimento das primeiras manifestacdes clinicas (BODE; DONG, 2009;
AKTIPIS; NESSE, 2013; HLATKY; HAHNFELDT, 2014; KORKAYA et al.,
2015).
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Figura 1 - Representagdo esquematica do processo de carcinogénese. A acdo de
agentes iniciadores (iniciagdo) causa alteracdes na estrutura do material genético celular
e no nivel populacional, tornando as células mais propensas a sofrer novas alteracdes.
Segue-se com a mudanga na dinamica de divisdo celular, a acdo de agentes promotores,
acumulo de novas alteracdes (promoc¢éo), heterogeneidade genética (transformacao),
instabilidade genética, elevada taxa proliferativa e capacidade de invasdo e metastase
(progressao) (adaptado de Hlatky; Hahnfeldt, 2014).

Outro ponto importante no processo de carcinogénese, embora nédo
se tenha um consenso quanto ao termo a ser empregado, séo as células
iniciadoras de tumor ou stem cells, que compreendem um subconjunto
celular especializado capaz de se autorrenovar e originar outros tipos de
células neoplasicas, de modo a criar um tumor hierarquicamente
organizado (CHAFFER; WEINBERG, 2015; WEI; LEWIS, 2015; SOUZA,
SCHENKA, 2015; GRANDI et al., 2016).

Estas células apresentam baixo ritmo proliferativo, uma das razées
pelas quais as terapias convencionais, isto é, quimioterapia e radioterapia,
nao sao eficientes para elimina-las mesmo quando combinadas, apesar da
reducdo do tamanho do tumor. Ha ainda a hipotese de que essas células
sejam responsaveis pela recorréncia tumoral e metastase (CHAFFER;
WEINBERG, 2015; WEI; LEWIS, 2015; SOUZA; SCHENKA, 2015).

2.2. Tumor Venéreo Transmissivel Canino

O Tumor Venéreo Transmissivel Canino (TVTC) inicialmente
chamado de sarcoma ou tumor de Sticker, que foi o pioneiro no transplante
experimental do tumor no século XIX, € um tumor que acomete animais

errantes em diferentes continentes (Figura 2), principalmente aqueles
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entre dois e cinco anos de idade, periodo de maior atividade reprodutiva e
gue habitam regides subtropicais e tropicais, como € o caso do Brasil,
sendo a ultima estimativa da prevaléncia de casos realizada em 2014
(SILVA et al.,, 2007; PUROHIT, 2008; LIMA, 2013; STRAKOVA;
MURCHISON, 2014; FONSECA et al., 2017).
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Figura 2 - Estimativa de casos de Tumor Venéreo Transmissivel Canino em diferentes
paises. Cada ponto corresponde a uma faixa percentual de ocorréncia (retirado de
Strakova; Murchison, 2014).

A forma de transmissdo do TVTC ainda nao foi totalmente
esclarecida, mas acredita-se que alteracdes na defesa imunolédgica possa
contribuir neste processo, uma vez que a transplantacao do tumor ocorre
quando células tumorais intactas perdem a capacidade de expressar
moléculas do complexo principal de histocompatibilidade (MHC) de
classes | e Il, 0 que permite a implantacdo do tumor em cées saudaveis
(SILVA et. Al., 2007; FLOREZ, 2014).

Desta forma, as células tumorais viaveis se implantam em mucosas
que perderam a integridade com localizacdo predominantemente venérea,
afetando a genitalia externa de cdes de ambos 0s sexos. A transmissao
venérea é a mais frequente, mas também pode se dar via lambedura ou
arranhadura (SOUSA et al., 2000; SANTOS et al., 2005; SILVA et al., 2007;
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FLOREZ., 2014; BIRHAN; CHANIE, 2015; FONSECA et al., 2017).

Dentre os locais acometidos, tem-se a genitalia externa (vagina,
vulva, prepucio e pénis), assim como regifes extragenitais como anus,
tecidos subcutaneo e cutaneo, globo ocular e a regido das narinas. A
superficie pode se apresentar ulcerada ou necrosada, inclusive com
infeccéo bacteriana (SANTOS et al., 2000; BRANDAO et al., 2002; SILVA
et al., 2007; FLOREZ, 2014; CAMOLESE et al., 2016).

N&o ha predominancia quanto ao sexo, mas a maior incidéncia
observada nas fémeas pode se dever ao comportamento tipico destas em
aceitar grande numero de parceiros durante o periodo fértil, além da acao
hormonal durante este periodo, 0 que promove intumescimento vulvar e,
consequentemente, maior suprimento sanguineo para a genitalia, de modo
a favorecer a transplantacdo do tumor (SILVA et al., 2007; CALDAS;
SILVA, 2012; BONILLA et al., 2015).

O diagnéstico é feito, a principio, pela manifestacdo clinica,
posteriormente realiza-se o exame citologico, e raramente se faz uso do
exame histopatoldgico. O exame citopatoldgico, por ser o mais sensivel,
seja por puncdo ou exfoliacdo, apresenta resultado quase sempre
conclusivo, o que permite classificar o tumor em células redondas do tipo
linfocitoide, plasmocitdide ou misto (FLOREZ, 2014).

O tumor geralmente ndo é agressivo, pois raramente leva o paciente
a Obito e apresenta indice metastatico inferior a 5% (BRANDAO et al.,
2002; CHIKWETO et al., 2013; LIMA, 2013; FLOREZ, 2014; STRAKOVA;
MURCHISON, 2014), acometendo pacientes nos quais 0 tumor persiste
por periodo superior a dois meses (SOUSA et al., 2000; SANTOS et al.,
2005).

Ha casos de metastase no trato urinario, o que causa obliteracédo
do meato urinario externo, retencdo urinaria e bacteritria (SOUSA et al.,
2000). Também sdo encontradas metastases, com menor frequéncia, nos
pulmdes, rins, pele, olhos, cérebro, hipdfise, tecido subcutaneo, linfonodos
mesentéricos e peritbnio e, mais raramente, no figado e no bago (SOUSA
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et al., 2000; SANTOS et al., 2005).

No estadiamento, observa-se que o tamanho do tumor varia
geralmente de 5 mm a 10 cm e que a superficie pode estar ulcerada ou
necrosada, inclusive com infecdo bacteriana (SANTOS et. Al., 2005;
FLOREZ, 2014). Os tumores extragenitais cutaneos, por sua vez, sdo bem
circunscritos e medem de 2 a 5 cm de diametro (FLOREZ, 2014; SILVA et.
Al., 2007; BRANDAO et. Al., 2002).

Outro ponto importante é a apoptose, que pode ocorrer a medida
que as células labeis sdo eliminadas continuamente para manter o
equilibrio devido a proliferacdo celular. O processo pode estar aumentado
no TVTC devido a isquemia e acdo de citocinas de células mononucleares
e embora possa ocorrer em seis meses, deve-se realizar algum
tratamento, seja por meio da excisdo do tumor, radioterapia ou
quimioterapia, sendo esta a mais utilizada (ROCHA et. Al., 2008; FALCAO
et al., 2013; PINCZOWSKI et al., 2015).

A progressao do TVTC é influenciada pelo sistema imune, de modo
que o tumor transplantado experimentalmente apresenta uma fase de
crescimento rapida, seguida por laténcia e regressao, que pode ser
completa em pacientes clinicamente saudaveis, sendo associada a uma
intensa infiltracdo linfocitaria local (CASTRO, 2015).

As células tumorais se comportam como parasitas infecciosos,
esquivando-se das proteinas do MHC, também conhecido como antigeno
leucocitario canino (ALC), um grande complexo génico com multiplos locos
encontrados na maioria dos vertebrados, cujas moléculas apresentam
antigenos as células do sistema imune (CASTRO, 2015).

As proteinas codificadas pelo MHC séo expressas na superficie
celular e mediam o reconhecimento imune pela interacdo com os linfocitos
T. Essas proteinas, altamente polimorficas, sdo consideradas a maior e a
principal barreira ao transplante halogénico (CASTRO, 2015).

Em relacdo ao perfil gendmico do tumor, apesar de apresentar uma

fonte monofilética, uma ampla diversidade genética foi encontrada em
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regides do seu genoma (MURGIA et al., 2006; REBBECK et al., 2009;
SANCHEZ-SERVIN et al., 2009; MURCHISON et al., 2008; DECKER et
al., 2015; STRAKOVA; MURCHISON 2015). Dessa forma, as condi¢gbes
do meio ambiente, com énfase aos hébitos de vida, convivéncia em
aglomeracoes, auséncia de controle reprodutivo e a higidez comprometida
interferem na ocorréncia desta enfermidade (LIMA, 2013).

Decker et al. (2015) descreveram 247 potenciais genes de fuséo
gue podem contribuir na perda da funcao e expressao aberrante de genes
neste tumor, enquanto Murchison et al. (2008) identificaram 1.7 milhdes de
variantes somaticas, compartilhadas entre tumores da Australia e do
Brasil, quantidade maior do que qualquer outra ja descrita nas neoplasias.

Os mecanismos utilizados pelo tumor para evasao da resposta
imune representam o éxito desta neoplasia em evadir o sistema imune do
hospedeiro, pois durante a implantacdo e o crescimento tumoral, menos
de 5% das células expressam moléculas do MHC de classes | e I
(MURGIA etal., 2006; SIDDLE; KAUFMAN, 2015), o que permite ao tumor
se instalar no tecido clinicamente saudavel (LIU et al., 2008; STOCKMANN
et al., 2011).

Embora esses mecanismos nao estejam bem elucidados, acredita-
se que a perda da expressao de MHC seja regulada por mecanismos
epigenéticos ou por mutagdes estruturais no DNA (SIDDLE; KAUFMAN,
2015). Deste modo, uma abordagem cientifica mais aprofundada podera
fornecer informacdes importantes para a compreensao destes fendbmenos
e das possiveis mutacdes presentes em genes das vias imunoldgicas.

Portanto, como ha um indicativo de que neste tumor existem
modificacdes progressivas no perfil bioldgico e uma continua adaptagéo
ao seu entorno, o estudo de seu comportamento podera servir de ponto de
partida para investigacdes de vias relacionadas a evolucao biolégica dos

tumores e modulacdo imunoldgica.
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2.3. Transcriptoma e sequenciamento de RNA (RNA-seq)

O projeto genoma revolucionou a maneira como a biologia e a
medicina s&o exploradas (COLLINS et al., 1998; SIMAO et al., 2015; RAU
et al., 2015). Enquanto o genoma trata-se do conjunto de genes de um
organismo, O transcriptoma representa o0s transcritos, isto €, acidos
ribonucleicos (RNASs), especificos em condic¢des fisiologicas e patoldgicas,
de modo que expressao de um gene supde que este tenha sido transcrito
a um RNA mensageiro (RNAm) (ROCHA et al.,, 2008; BARRET et al.,
2015).

Em organismos pluricelulares o genoma codifica toda a informagéo
necesséaria para produzir os diferentes tipos celulares que compdem o
organismo adulto e cada tipo celular tem seu transcriptoma caracteristico.
Células de um mesmo organismo com um mesmo genoma podem chegar
a ser tipos celulares muito distintos de acordo com a combinagéo de genes
expressos. (FIBAO, 2009; YOUSSEF et al., 2019).

De acordo com o tipo celular e o estado fisiolégico em que a célula
se encontra, tem-se determinado padrdo de genes ativos que diferem
segundo esses dois aspectos e geram um conjunto particular de RNA
mensageiros (FIBAO, 2009), de modo que compreender o transcriptoma é
essencial para a interpretacao dos elementos funcionais do genoma e do
desenvolvimento das doencas (WANG et al., 2009).

Por meio do transcriptoma é possivel catalogar todos os transcritos,
0 que inclui RNAm, pequenos RNAs e RNAs nao codificantes, de modo a
determinar a estrutura da transcricdo dos genes, padrdes de ligacéo e
modificacdes pos-transcricionais (WANG et al., 2009). Também é possivel
comparar transcriptomas e identificar genes expressos diferencialmente
em populacdes celulares diferentes ou em resposta a diferentes
tratamentos (FIBAO, 2009).

Nesse sentido, tecnologias tém sido desenvolvidas a fim de mapear
e quantificar determinado transcriptoma, bem como abordagens baseadas
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em hibridizacdo como o0s microarrays, metodologia que embora
considerada de alto rendimento apresenta limitagcdes como conhecimento
prévio da sequéncia do DNA (acido desoxirribonucléico) referente aos
genes de interesse para o desenho das sondas (ALLISON et al., 2006).

Os microarrays, devido a hibridizacdo cruzada podem introduzir
interferéncias nas avaliacdes e nao permitir a quantificacdo de transcritos
de genes muito ou pouco expressos e a deteccdo de variantes e novas
classes de RNAs regulatérios nao codificantes também ¢é limitada
(ALLISON et al., 2006).

Como forma de superar tais limitacbes, tem-se desenvolvido
métodos de alto rendimento que permitem avaliar a expressdo génica
baseada no sequenciamentos de RNA, como o transcriptoma shotgun
sequencing ou RNA-seq (WANG et al., 2009; OZSOLAK; MILOS, 2011,
ROY et al.,, 2011; WOLF, 2013; BARRETT et al., 2015; RAU et al., 2015;
UHLEN et al., 2017; CHEN et al., 2017; STARK et al., 2019).

Essa técnica permite sequenciar o RNA total, bem como realizar
uma contagem sistematica de todos os transcritos e identificar isoformas
de RNAm expressas pelos tumores (WANG et al., 2009; OZSOLAK;
MILOS, 2011; ROY et al., 2011; WOLF, 2013; BARRETT et al., 2015). O
método também inclui o sequenciamento de moléculas do DNA
complementar (DNAc) obtidas por transcricdo reversa a partir do RNA
(NATURE; STARK et al., 2019).

Como vantagem, o RNA-seq nado requer informacao prévia da
sequéncia de DNA e tem alta sensibilidade comparado ao microarray, pois
a quantificacdo do transcrito de cada gene € baseada diretamente no
namero de leituras, os chamados reads, que mapeiam um gene em
particular (WANG et al., 2009; OZSOLAK; MILOS, 2011; ROY et al., 2011,
WOLF, 2013; RAU et al., 2015; KRETZLER; JU, 2015; CHEN et al., 2017).

O RNA-seq também pode fornecer informacdes relativas a
complexidade do transcriptoma, como expressdo de genes especificos
(RNAm), identificagdo de novos genes e de eventos de unido, assim como
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um grande espectro de RNAs néo codificadores. Outra vantagem esta na
natureza digital dos dados adquiridos por essa metodologia, a qual
proporciona analise mais sensivel e precisa em comparagao ao microarray
(WANG et al., 2009; OZSOLAK; MILOS, 2011; ROY et al, 2011,
STRICKLER et al., 2012; WOLF, 2013; BATTLE et al., 2014; RAU et al.,
2015; BARRET etal., 2015; CHEN et al., 2017; UHLEN et al., 2017; STARK
et al., 2019).

Dentre suas aplicacdes, 0 RNA-seq ja foi utilizado em estudo com
células humans infectadas pelo virus da dengue, o qual mostrou que a
resposta transcricional das células variou de acordo com a cepa (DEN-1,
DEN-2, DEN-3 e DEN-4). Tais diferencas podem ser consequentes dos
mecanismos de escape da resposta imune do hospedeiro (SESSIONS et
al., 2013). Essa metodologia também foi utilizada para identificar diferencas
na expressdo de genes em macréfagos de animais suscetiveis ou
resistentes a infeccdo pela Mycobacterium avium (MARFELL et al., 2013).

O RNA-seq também foi utilizado na analise transcricional de diversos
tipos de céanceres, dentre eles leucemia (PANAGOPOULOS et al., 2013;
MACRAE et al., 2013), cancer pancreético (JIA et al., 2013), de bexiga
(SHARRON et al., 2014), de prostata (RAJAN et al., 2013, ZHANG et al.,
2013; REN et al., 2017), de mama (ESWARAN et al., 2013) e de ovério
(BARRET et al., 2015), assim como no estudo da relagdo entre a metastase
de células tumorais no cérebro em individuos com o cancer de mama ou
melanoma (SATO et al., 2017).

Tais estudos destacam a importancia e qualidade desta técnica
capaz de fornecer informacbes que permitem a deteccdo de genes
alterados e auxiliar na compreenséao da classificagao e progresséo tumoral
pela identificagdo de variantes espressas, visto que distinguir a dinamica
transcriptbmica de doencas como o cancercontinua sendo um grande
desafio cientifico (GARBER et al.,, 2011; ILLUMINAa; ILLUMINAD;
PANAGOPOULOS et al., 2013; HUANG et al., 2013; REN et al., 2017).

Apesar das vantagens, o RNA-seq necessita de ferramentas

34



computacionais avancadas e de profissionais capacitados nesta area para
que os dados gerados possam ser estudados e explorados ao maximo.
Outro fator importante € a fragilidade do RNA, que pode ser degradado,
logo as condi¢bes de coleta e armazenamento das amostras biologicas
deve ser cuidadosa, a fim de evitar a degradacéo.

Outro obstaculo é o material utilizado, o qual precisa apresentar um
RIN (RNA integrity number) de alta qualidade, sendo obtido com maior
facilidade e qualidade em culturas celulares, sejam essas de células
aderidas ou em suspenséo, do que em tecidos provenientes de biopsia, por
exemplo.

Apesar disso e agregado ao fato de que esta técnica ja foi utilizada
no estudo de vérias doencas (SESSIONS et al., 2013; MARFEEL et al.,
2013) e neoplasias de diferentes 6rgaos (PANAGOPOULOS et al., 2013;
HUANG et al., 2013; ESWARAN et al., 2013; MACRAE et al., 2013; JIA et
al., 2013; RAJAN et al., 2013; SHARRON et al., 2014; ZHANG et al., 2014),
seu emprego no TVTC podera trazer informacdes adicionais para se

compreender a evolucao e o comportamento biolégico dos canceres.

2.4. Alvos moleculares diagndésticos e terapéuticos

Devido ao fato de o TVTC poder ser facilmente transplantado,
investigagdes sobre a biologia deste tumor tém sido feitas na tentativa de
fornecer pistas acerca deste fendbmeno (PUROHIT, 2008). A capacidade de
resposta imunoldgica do hospedeiro tem papel importante na expansao
tumoral, assim como no aumento da severidade observada em animais
imunocomprometidos (SANTOS, et al., 2005; PUROHIT, 2008).

O crescimento tumoral in vivo depende da evasao dos mecanismos
homeostaticos relacionados com a via de inducdo da apoptose (SANTOS
et al., 2005; PUROHIT, 2008) e o desenvolvimento do tumor € ameacado
pelo sistema imune, de modo que conhecer as caracteristicas dos

antigenos tumorais é fundamental para a compreensdao da imunidade
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tumoral e desenvolvimento ou aprimoramento de terapias (LIMA, 2013).

Nesse sentido, o estudo de alvos moleculares vem agregar
informagdes quanto a estes aspectos. Dentre os relacionados com a
progressdo tumoral, tem-se alguns exemplos, como CXCL7 (chemokine
ligand 7), um fator de crescimento derivado de plaquetas da familia das
guimiocinas CXC (Cys-X-Cys), sendo as quimiocinas capazes de controlar
a migracao e a residéncia de todas as células imunes (GUO et al., 2017;
PALOMINO; MARTI, 2015; THE HUMAN PROTEIN ATLAS?).

As quimiocinas da familia CXC estimulam principalmente a
guimiotaxia de neutréfilos e CXCL7 se liga ao receptor CXCR2 e sua funcéo
imune esté relacionada ao trafego de neutréfilos (GUERREIRO et al., 2011;
PALOMINO; MARTI, 2015). Segundo Guo et al. (2017), CXCL7 promoveu
proliferacéo de células de colangiocarcinoma e de carcinoma renal, assim
como metastases hepaticas com o célon como sitio primario.

Ademais, a superxpressdo foi associada a fraca diferenciacéo
celular e invasao vascular, sendo descrita também como potencial
biomarcador sérico para diagnéstico de cancer colorretal (LI et al., 2019) e
diagnéstico precoce de cancer de pulméao (DU et al., 2018).

No TVTC a superexpressdo de CXCL7 foi associada a progressao,
como demonstrado por Chiang et al. (2012) e assim como apresentado por
Kinouchi et al. (2017) em relacdo ao cancer renal, esta quimiocina pode ser
encontrada no sangue periférico como um potencial marcador diagndstico.
Logo, este é um ponto a ser mais explorado no TVTC, que assim como o
cancer renal, ndo possui um biomarcador sanguineo.

Ainda sobre a progressédo, o receptor do fator de crescimento
epidérmico (EGFR) também tem relagdo com esta, uma vez que seus
ligantes, como o fator de crescimento epidérmico (EGF), aumentam a
proliferacdo celular e angiogénese. A ativacdo do EGFR também
desestabiliza os complexos das junc¢des celulares, como E-caderina, o que
favorece a invasao tecidual (FARIA et al., 2016; SOHAL et al., 2016;
GOMES et al., 2018).
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Outro potencial alvo, neste caso terapéutico, € o FABP4 (fatty acid
binding protein 4). Zhong et al. (2018) observaram reducéao significativa da
expressdo de FABP4 no carcinoma hepatocelular em 60% dos casos,
supressao tumoral in vivo e que, quando superexpresso em linhagens
celulares, tal gene regula negativamente o crescimento, formacdo de

colénias e a migracao.

3. OBJETIVOS
3.1. Obijetivo geral

Caracterizar no Tumor Venéreo Transmissivel Canino genes
relacionados ao processo de progressao tumoral e evasao da resposta

imune do hospedeiro.

3.2. Objetivos especificos

* Analisar o perfil de expressdo génica do Tumor Venéreo
Transmissivel Canino para identificar os transcritos diferencialmente
expressos;

* Analisar a expressao génica do tumor e suas respectivas relacées
com a progressao tumoral e evasao da resposta imune do hospedeiro;

* Contribuir para entender melhor o comportamento biolégico do
tumor e, desta forma, identificar possiveis alvos terapéuticos ou
diagnésticos a fim de proporcionar um protocolo terapéutico personalizado

e contribuir com o progndstico dos pacientes.

4. JUSTIFICATIVA E PERSPECTIVAS

O TVTC trata-se de uma neoplasia que acomete a espécie canina
e tornou-se ponto de partida para o estudo da oncologia a partir do século
XIX quando foi transplantado experimentalmente com sucesso. Apesar
das neoplasias seguirem as fases do processo de carcinogénese, o TVTC

parece ndo expressar a fase de iniciacdo por se tratar de uma lesao ja
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neoplasica.

A forma de transmissdo também é alvo de estudo, pois nao foi
totalmente esclarecida e acredita-se que a reducdo da defesa imunoldgica
do individuo possa contribuir nesse processo. Neste tumor também foi
constatada a presenca de rearranjos gendmicos decorrentes, ou nao, de
rearranjos cromossodmicos e do aumento de produtos decorrentes de
atividades desreguladas de genes, isto é, de seus transcritos, as proteinas.

Desta forma, o sequenciamento de RNA pode trazer informagdes
adicionais relacionadas ao transcriptoma, de forma a identificar os genes
diferencialmente expressos e aqueles que possam estar relacionados a
progressao tumoral e evasao da resposta imune do hospedeiro, bem como
identificar alvos moleculares que permitam um melhor tratamento e
prognadstico aos animais.

A vantagem de se utilizar esta técnica é que ndo sdo necessarias
informacgdes iniciais do sequenciamento deste tumor, pois tem-se uma
ampla classe de andlise da quantificagdo dos transcritos baseada
diretamente no numero de leituras (reads) que mapeiam um gene
particular.

No Laboratério de Patologia Investigativa e Comparada (LPIC) da
Faculdade de Medicina Veterinaria e Zootecnia (FMVZ) da UNESP, tem-
se desenvolvido varias pesquisas a respeito do TVTC, no entanto, alguns
pontos ndo estdo completamente esclarecidos, como os citados acima,
assim como subtipos citomorfologicos, resisténcia a acao da propolis e da
quimiterapia convencional, por exemplo.

Portanto, como ha indicativos de que este tumor apresenta
modificacdes progressivas no perfil bioldgico e uma continua adaptagéo
ao seu entorno, este estudo podera servir de ponto de partida para
investigacbes de vias relacionadas a evolucdo biolégica dos tumores,
assim como incentivar a busca de novos enfoques tanto diagnosticos

guanto terapéuticos.
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5. Material e Métodos
5.1. Origem do material de estudo e aspectos éticos

Este estudo, bem como o Termo de Consentimento Livre e
Esclarecido (TCLE), obtiveram parecer favoravel da Comisséo de Etica no
Uso de Animais (CEUA) da Faculdade de Medicina Veterinaria e Zootecnia
da UNESP (FMVZ-UNESP). Protocolo n® 126/2015 (Anexos A e B).

5.2. Modelo experimental

Doze cées (Canis lupus familiaris) diagnosticados com TVTC sem
nenhum tratamento prévio, sem predilec@o por raca e sexo com idade igual
ou superior a dois anos provenientes do Hospital Veterinario da FMVZ-
UNESP foram utilizados neste estudo com o consentimento de seus
tutores por meio do TCLE.

Apés confirmado o diagnéstico pela citopatologia por meio de
puncdo aspirativa por agulha fina (PAAF), os animais foram submetidos a
antissepsia e anestesia no Hospital Veterinario (FMVZ-UNESP) para a
realizacdo da bidpsia. Parte da amostra coletada foi conservada em
microtubo de polipropileno contendo 1 mL da solugdo RNAlater® (Ambion®
Life Technologies, AM7024), enquanto outra foi conservada em frasco
contendo formalina tamponada a 7.4% em temperatura ambiente (TA).

No LPIC (FMVZ-UNESP), as amostras conservadas em formalina
foram processadas de forma a contemplar o método convencional de
Hematoxilina-Eosina (HE) para controle de qualidade do diagnostico
citolégico. Para tal, as laminas foram analisadas por microscopia de luz
(Carl ZEISS®). O fragmento contido na solucdo de RNAlater® foi
armazenado a -80°C até o seu processamento, isto €, a extracdo de RNA
total.

5.3. Analise do comportamento bioldégico do TVTC

Para o estudo do comportamento biolégico do tumor, foram

avaliados os subtipos citomorfol6gicos do TVTC por meio da PAAF e dos
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critérios estabelecidos por Florez et al. (2012), que classifica os tumores
em linfocitéide, plasmocitéide ou misto de acordo com a porcentagem de
células observadas em 10 campos distintos em microscopio de luz
(ZEISS®), aumento 60x.

Outras informagcbes como sitio primario do tumor, tamanho e
resposta a quimioterapia com infusdo de 0,75 mg/mz2 de superficie corporal
de sulfato de vincristina apds quatro semanas também foram analisadas.
Quanto a resposta terapéutica, esta foi classificada como completa (RC)
quando se obteve regressao total do tumor em até quatro semanas,
resposta parcial (RP) com 50% ou menos de regressao e resistente (R)

guando houve necessidade de se alterar o protocolo terapéutico.

5.4. Extracdo de RNA total e obtencdo de RNAmM

Em todas as etapas de coleta e processamento do material
higienizou-se as bancadas, pipetas e equipamentos com alcool 70%, agua
sanitaria e solucdo RNAse AWAY® (Ambion® Life Technologies, 10328-
011), a fim de fazer a assepsia e eliminar qualquer RNA ou DNA presente.
Ademais, todas as ponteiras, pistilos e microtubos foram autoclavados.

Para a extracdo de RNA total utilizou-se a solucdo TRIzol®reagente
(Invitrogen™, 15596026). Para tal, as amostras foram mantidas no gelo e
pesou-se 20 mg de cada amostra, que foi colocada em microtubo de
polipropileno, macerada com o auxilio de um pistilo e centrifugou-se
rapidamente por 1 minuto (centrifugacao rapida).

Feito isso, adicionou-se 1 mL de TRIzol® reagente, macerou-se
novamente a amostra e o material foi mantido a TA por 5 minutos para
permitir a completa dissociacdo dos complexos nucleoproteicos. Em
seguida, adicionou-se 200 pL de cloroférmio e agitou-se o tubo
vigorosamente por 15 segundos, sendo mantido a TA por mais 3 minutos.

Em seguida, as amostras foram centrifugadas a 15000 rpm e 4°C
por 15 minutos, sendo transferida a parte aquosa para outro microtubo com

500 pL de élcool isopropilico gelado, que foi posteriormente agitado
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vigorosamente por 30 segundos e mantido a TA por 10 minutos. As
amostras foram novamente centrifugadas a 15000 rpm e 4°C por 10 min,
observando-se a formagé&o de um pellet.

Removeu-se cuidadosamente o sobrenadante e adicionou-se 1 mL
de alcool etilico 75%, seguido de uma agitacao rapida em um vortex a fim
de desfazer o pellet e homogeneizar o material. Feito isso, as amostras
foram centrifugadas a 10000 rpm e 4°C por 5 minutos, removeu-se 0
sobrenadante e o microtubo foi mantido aberto e voltado para baixo em
papel filtro autoclavado por 10 minutos a TA na capela de fluxo laminar, a
fim de que o alcool evaporasse completamente e as amostras ficassem
secas.

As amostras foram eluidas em 60 pL de agua ultrapura livre de
endonucleases (nucleasse-free water, agua tratada com Dietil
Pirocarbonato — DEPC, Promega, P1193) e ressuspendidas, sendo
posteriormente incubadas em banho-maria a 60° C por 10 minutos. Em
seguida, foram feitas trés aliquotas de 5 pL, que foram armazenadas a
-80°C.

Apods a extracdo do RNA total, o material foi transferido para o
Laboratorio de Virologia e Diagnostico Molecular do Instituto de
Biotecnologia (IBTEC-UNESP), no qual a concentracdo do RNA extraido
foi avaliada por meio do espectrofotdometro (NanoDrop™, ND-8000,
Thermo Scientific, MA, USA). Para tal, 2 pL de cada amostra e o software
ND-1000, verséo v.3.31 foram utilizados. Nesta etapa também se analisou
as razodes de absorbéancia 260/230 nm e 260/280 nm, a fim de se verificar
a pureza do material extraido e os resultados foram expressos em ng/pL.

Também se avaliou a integridade fisica do material por meio do
Bioanalyzer 2100 (Agilent Technologies) e, para tal, utilizou-se o Agilent
RNA 6000 Nano kit (Agilent Technologies, CA, USA). Nesta avaliacéo
foram obtidos os valores do RIN (RNA Integrity Number). Para tal, os
reagentes foram mantidos por 30 minutos a T.A. antes do uso, com
excecdo do marcador RNA 6000 Nano (verde), descongelado e mantido
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no gelo.

Em cada tubo de microcentrifuga (inclusos no kit), colocou-se uma
aliquota de 550 pL da matriz de gel Agilent RNA 6000 Nano (vermelho) no
filtro de rotacdo (spin filter), colocou-se o filtro na microcentrifuga por 10
minutos a 3660 rpm a T.A. e adicionou-se 65 L de gel filtrado nos tubos.
Realizou-se uma agitacao rapida em um vortex de 10 segundos do corante
azul RNA 6000 Nano, adicionou-se 1 pyL desse corante e 65 uL do gel
filtrado no tubo, que foi agitado e posteriormente centrifugado por 10
minutos a T.A. e 10774 rpm na microcentrifuga.

Retirou-se um novo chip RNA Nano da embalagem selada e
colocou-se o chip na estacéo de injecdo. Para tal, 9 puL do gel-dye foram
colocados no fundo do po¢o marcado com (G) e distribui-se a mistura de
corante gelatinoso por meio de uma pressao constante do émbolo da
seringa, posicionado em 1 mL.

Nesta etapa, verificou-se se a trava da estacdo estava fechada
corretamente. Aguardou-se 30 segundos e soltou-se o émbolo,
inspecionando-se a volta deste para a marca de 0,3 mL. Apds 5 segundos
puxou-se lentamente o émbolo para a posicdo de 1 mL e abriu-se a
estacao de preparo do chip.

Feito isso, 9 pL da mistura de corante gel foram pipetados em cada
um dos pogos marcados [G]. Colocou-se 5 pL do marcador RNA 6000
Nano (verde) nos pogcos de amostra e para minimizar a estrutura
secundaria (desnaturacao), aqueceu-se as amostras a 70°C por 2 minutos
antes de coloca-las no chip.

Em seguida, adicionou-se 1 pL do preparado ladder em cada poco
marcado com o simbolo de uma escada, sendo pipetado 1 pL de cada
amostra em seguida em cada um dos pogos de amostra. Colocou-se o
chip horizontalmente no adaptador do misturador de vortice e realizou-se
uma agitacao rapida de 60 segundos em um vortex.

Logo apés, o chip foi colocado no bioanalisador Agilent 2100, sendo

necessario verificar se o cartucho do eletrodo estava inserido corretamente
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e se o seletor de chip estava na posicao (1). Por meio do software 2100
expert, verificou-se que o chip foi inserido e realizou-se a leitura do RIN de
cada amostra.

O material também foi analisado pelo fluorometro (Qubit® 2.0
Fluorometer, Invitrogen™) e, para tal, utilizou-se o kit Qubit® RNA BR
Assay (Invitrogen™) ou o kit Qubit® RNA HIGH Assay (Invitrogen™), de
acordo com a concentracéo obtida pelo espectrofotdmetro.

Por fim, separou-se o RNAm (purificado) por meio do kit NEBNext®
Poly(A) mRNA Magnetic Isolation Module (lllumina®) e o material foi
armazenado a -80°C para posterior obtencdo do DNA complementar

(DNACc), sequenciamento e construgao da biblioteca de transcriptoma.

5.5. Obtencédo do DNAc e técnica de RNA-seq

Para obter o DNAc, realizou-se a transcrigdo por meio do kit High-
Capacity cDNA Reverse Transcription (lllumina® conforme as
recomendacdes do fabricante. Feito isso, 0 DNAc de dupla fita obtido, foi
novamente analisado pelo Bioanalyzer 2100 e, para tal, utilizou-se o
Agilent DNA 1000 kit, seguindo-se a metodologia anteriormente citada.

Em seguida, as amostras foram submetidas ao protocolo de
preparo das bibliotecas, e para tal, utilizou-se o SureSelect Strand-Specific
RNA Library Preparation kit (lllumina® - Multiplex Sequencing) de acordo
com as instrucdes do fabricante. Feito isso, as bibliotecas de DNAc foram
purificadas por meio do kit AMPure XP beads (beckmann Coulter,
Fullerton, EUA), adicionados os primers indexadores e a quantificacao foi
realizada por meio do KAPA Library Quantification kit (Illumina®), de acordo
com as instrucdes do fabricante.

Nessa etapa, 0 RT-qPCR foi realizado por meio do 7500 Fast Real-
Time PCR System e as curvas obtidas pelo software 7500 Software,
versdo 2.06 (Life Technologies™). Posteriormente, o pool das amostras foi

submetido ao sequenciador NextSeq® 500 System (lllumina®) e, para tal,
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utilizou-se o kit NextSeq 500/550 High Output Kit V2 (lllumina®) e a flow

cell de 150 ciclos.

5.6. Analises de Bioinformatica e Estatistica

Apés a obtencdo dos dados, as sequéncias (reads) geradas no
formato fastq foram alinhadas, sendo que o sequenciamento foi do tipo
single-read, ou seja, cada amostra foi identificada por um index composto
por oito pares de bases nitrogenadas conhecidas e localizadas em apenas
uma das extemidades do DNAc. Para o alinhamento, se utilizou a
ferramenta computacional STAR.

Desta forma, as sequéncias de cada um dos transcritos de interesse
foi montada por meio do software Bioconductor com base no genoma do
cdo (Canis lupus familiaris) disponivel no banco de dados Ensembl (Dog
CanFam3.1). O namero de reads foi normalizado pelo nimero total de
reads de cada amostra e pelo tamanho dos transcritos. Esse valor,
denominado de RPKM (reads or fragments per kilobase exon per million
reads), foi utilizado para comparar a expressdo entre as amostras
estudadas.

Feito isso, analisou-se a similaridade entre as amostras por meio
das distancias euclidiana e de Poisson, verificando-se diferencas entre as
amostras saudaveis e tumorais. Essa analise também foi realizada por
meio da analise dos componentes principais (PCA).

As expressoes diferenciais dos genes foram analisadas por meio do
software R com o pacote Deseq2 e os genes foram considerados
diferencialmente expressos para p < 0.05 e logz FC (fold change) > 2. Além
disso, genes com false discovery rate (FDR) < 0,01 foram considerados
diferencialmente expressos e divididos em sub e sobreexpressos com
base no log2 FC.

Os genes diferencialmente expressos entre 0S grupos,

representado pelo MA-plot (Gréfico 1), foi montado a partir do numero de
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contagens, sendo que 0s genes que foram muito pouco expressos em
ambos os grupos nao foram considerados.

Em seguida foi realizada analise da expressao génica diferencial
com log2 FC = 2 e p-ajustado (BH - Benjamim-Hochberg) = 0,01, de modo
a restringir o numero de genes diferencialmente expressos, 0 que aumenta
a reprodutibilidade dos dados obtidos. Desta forma, o0s genes
sobreexpressos ou upregulated tém uma expressao significativamente
maior nas amostras tumorais do que nas saudaveis e 0 mesmo é valido
para os subexpressos ou downregulated.

Estas andlises foram realizadas em pareceria com o Grupo de

Simulacao e Modelagem Computacional da UNESP, Campus de Itapeva.

5.7. Analise dos genes diferencialmente expressos

ApoOs a obtencédo dos genes diferencialmente expressos no TVTC,
estes foram analisados quando a sua func¢éo biolégica e envolvimento na
progressdo tumoral ou na evasao da resposta imune do hospedeiro,
principalmente. Para tal, os genes foram analisados na base de dados
Human Protein Atlas, My Cancer Genome® - Genetically Informed Cancer
Medicine e Gene Ontology Consortium.

Feito isso, da expressao global de 892 genes diferencialmente
expressos, sendo 293 sobreexpressos ou upregulated e 599 subexpressos
ou downregulated. Tais genes foram avaliados separadamente quanto a
sua possivel relagdo com a progressdo tumoral e evasao da resposta
imune do hospedeiro, principalmente, sendo também avaliados quanto a
outros eventos celulares importantes como o reparo de DNA, apoptose e

adesao celular por exemplo.
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6. Resultados e Discussao

6.1. Controle de qualidade diagnéstico e dados clinicos

O controle de qualidade diagnéstico do TVTC pela histopatologia
confirmou o diagndstico citopatoldfico, isto é, a presenca da lesdo
neoplasica (Figura 3), sendo a citologia, diferentemente da histologia, um
meétodo rapido, de baixo custo e minimamente invasivo, embora néo traga
informacdes a respeito da invasdo tecidual (BRANDAO et al., 2002;
AMARAL et al., 2007; ROCHA et al., 2014).

Com o objetivo de realizar um pronto diagnéstico do TVTC na clinica,
0 exame citopatologico mostra-se altamente sensivel e também fornece
informacBes a respeito dos subtipos citomorfolégicos do tumor como
constatado por Flérez et al. (2012). Neste estudo, observou-se que 41,66%
dos casos eram de aspecto linfocitoide, 25% plasmocitoide e 33,34% misto
(Tabela 1).

Figura 3 - Tumor Venéreo Transmissivel Canino. Histologia (A): Pleomorfismo celular,
ndcleo e nucleolos proeminentes (seta tracejada), atipias de coilocitose. Colora¢éo HE.
Citologia (B): Células redondas, pleomérficas, com nlcleos centrais ou excéntricos, célula
de aspecto plasmaocitoide (seta tracejada), célula em divisdo (seta preta). Coloracao
Giemsa, (ZEISS®) (Arquivo FMVZ).

Em relacdo aos dados clinicos dos cées (Tabela 1), a idade variou

de 4 a 12 anos, sendo entre 2 e 5 anos em 58,33% dos casos, que é 0
periodo de maior atividade reprodutiva desses animais, que em sua
maioria tinham acesso a rua. Tal resultado estd em concordancia com os
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estudos de SILVA et al. (2007), LIMA (2013), STRAKOVA & MURCHISON
(2014) e FONSECA et al. (2017).

Quanto a raca, 75% era sem raca definida (SRD), um Blue Heller, um
Pinscher e um Teckel-Daschound. N&o se observou predisposi¢ao quanto
ao sexo, tendo apenas um macho acometido a mais do que as fémeas
como verificado por Silva et al. (2007), Caldas & Silva (2012) e Bonilla et
al. (2015). Tais resultados indicam que h& um baixo controle reprodutivo
desses animais, bem como livre acesso a ruas, como constatado por
Strakova & Murchison (2015).

Em relacdo a localizacdo, em 91,67% dos casos o tumor estava ha
regido genital, sendo um caso na regido cervical, de modo que os
resultados estdo em concordancia com os estudos de Silva et al. (2007),
Flérez (2014) e Camolese et al. (2016). Observou-se apenas um caso de
metastase no baco e essa baixa porcentagem esta em concordancia com
0s estudos de Sousa et al. (2000) e Santos et al. (2005).

O tamanho do tumor variou de 2 a 5 cm de diametro em 45,45% dos
casos, sendo superior a5 cm em 18,18% e observou-se invasao local com
extensdo tumoral em 36,36%, 0 que estad de acordo com os estudos de
Santos et al. (2005) e Florez (2014).

A resposta ao tratamento quimiterapico foi completa em 36,36% dos
casos, parcial em 45,45% e resistente em 18,18%, sendo que um dos
animais néo foi tratado por ter falecido antes da primeira sessao de
quimioterapia, ndo sendo observada relagdo entre o subtipo

citomorfoldgico e a resposta ao tratamento.
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Tabela 1 - Dados clinicos dos cdes com TVTC quanto a idade (anos), sexo, raca,
localizacédo e tamanho do tumor, classificacdo citomorfol6gica e resposta ao tratamento
quimioterapico com sulfato de vincristina (infusdo de 0,75 mg/m2 de superficie corporal).

- Tamanho e Resposta
Idade Localizagao Classificagéo
Caso Sexo Raca do tumor . o ao
(anos) do tumor citomorfologica
(cmxcm) tratamento
1 5 M SRD* pénis 4x3 misto RP*
2 3 F SRD vagina 6x4 plasmocitoide RC*
3 4 M SRD pénis 5x4 plasmocitoide RC
4 6 M SRD pénis 10x5 linfocitoide RP
5 10 M SRD pénis Invasivo* misto RP
6 4 F SRD vagina 3x2 linfocitoide RC
7 adulto* M SRD pénis invasivo linfocitoide R*
8 5 F Blue Heller vagina invasivo misto R
9 8 M SRD pénis invasivo plasmocitoide RP
10 7 F Pinscher vagina 1x0,5 misto RC
11 adulto F SRD vagina 45x3 linfocitoide RP
12 12 M Teckel- regido S linfocitoide
Daschound cervical

*Adulto - 2 anos ou mais; SRD - sem raga definida; Invasivo - invaséo local; Sl - sem informagéo; RP - resposta
parcial; RC - resposta complete; R - resistente ao tratamento; ***animal ndo tratou (6bito antes da primeira
sessao de quimioterapia).

Nota-se que os dados apresentados na Tabela 1, em concordancia
com Duzanski et al. (2016), indicam que parece néo haver relacdo entre a
idade, raca, tamanho e subtipo citomorfolégico do tumor com a resposta
ao tratamento quimioterapico, embora os resultados deste estudo
apresentem como limitacdo o numero de animais estudados.

Uma possivel relacdo encontrada neste estudo é quanto ao sexo do
animal e a resposta ao tratamento. Observou-se que dos quatro casos de
resposta completa, trés dos animais eram fémeas, mas este resultado
também se limita ao nUmero de animais estudados e ndo ha correlacéo

guanto a este aspecto presente na literatura.

6.2. Expressao diferencial de genes no TVTC

Em relacdo a qualidade do material extraido (Tabela 2), obteve-se
bons resultados em todas as variaveis e casos, isto €, 0 RNA apresentou-

se integro, ndo houve contaminacao por fendis, proteinas ou por outros
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contaminantes que absorvem fortemente no comprimento de onda igual
ou préoximo a 280 nm, de modo que a relagéo 260/280 foi proxima de 1,8
a 2,0, o que indica que os &cidos nucleicos estavam puros.

A razéo 260/230, um indicativo secundério de pureza, foi proxima
de 1,8 a 2,2, de modo que ndo houve contaminacao por polissacarideos
ou solvents organicos. Os valores obtidos nessas relacbes estdo de
acordo com os limitrofes indicadores de pureza e com os estudos de
Desjardins & Conklin (2010), Viana et al. (2012) e Lopes (2016), assim

como as indicacdes do manual NanoDrop 1000 Spectrophotometer V3.8.

Tabela 2 - Qualidade do RNA extraido das amostras de Tumor Venéreo Transmissivel
Canino quanto a integridade do RNA (RIN), absorbancia nas relagfes 260/280 nm e
260/230 nm e concentrag&o (ng/pL).

Absorbéncia (hm/nm)

Caso RIN Concentragéo (ng/uL)
260/280 260/230

1 7,4 1,98 2,24 1,2*10°3

2 7,5 1,90 2,23 858

3 7,6 2,00 2,24 > 6 pg/mL**
4 8,6 1,87 2,28 722

5 7,6 1,86 2,33 872

6 6,4* 1,88 2,28 1,02*103
7 7,4 1,86 2,30 974

8 7,6 1,88 2,26 764

9 7,5 1,89 2,26 768

10 7,5 1,97 2,16 1,16*103
11 7.5 1,95 2,18 > 6 pg/mL
12 8,0 1,95 1,99 1,02*103

*Amostra com RIN menor que as demais; **Amostra concentrada até ficar proximo de 1*10° ng/uL.

A partir do sequenciamento em larga escala do TVTC, verificou-se
gue 85% dos reads alinharam com algum gene do cdo, de modo que a
biblioteca pode ser considerada de boa qualidade pela alta taxa de
mapeamento como verificado por Dobin & Gingeras (2015).

Na expressdo global dos transcritos obteve-se 892 genes
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diferencialmente expressos, sendo que houve um aumento da expressao
em 293 genes e diminuicdo em 599. Também pode-se referir a estes
resultados como diminuicdo ou aumento da regulagdo da expressao
génica, de modo que o0s genes estdo downregulted ou upregulated,
respectivamente.

Tal distribuicdo é apresentada no MA-plot (Gragico 1), no qual se
tem a distribuicdo dos coeficientes estimados da expressdo génica
baseada no log2fold change em relagéo ao controle. Observa-se que cada
gene corresponde a um ponto, sendo 0s genes diferencialmente

expressos representados em vermelho.
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Grafico 1 - MA-plot da distribuicdo dos coeficientes estimados da expressao génica
baseada no log2fold change (FC > 2) do TVTC em relacdo ao tecido sadio. O eixo das
abcissas mostra a média de contagem normalizada por fator de tamanho e o eixo das
ordenadas mostra a comparacdo por log2fold change (log2 FC). Cada gene é
representado por um ponto. Genes em vermelho com valor de p ajustado (false discovery
rate — FDR) acima de 0 no eixo das ordenadas séo genes upregulated e abaixo de 0 séo
downregulated.

O heat map (Grafico 2) mostra a similaridade entre as bibliotecas e
observa-se que as amostras foram clusterizadas em dois gupos principais:

saudavel e tumoral, o que demonstra que as amostras presentes em cada
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grupo sdo similares entre si, sendo que o caso representado como P23
(caso 12) € o mais diferente entre os tumorais, 0 que pode dever-se a
localizagdo do tumor na regido cervical, sendo os demais casos
localizados na regido genital, que é o mais comum.

Além disso, observa-se pelo Heat map (Gréafico 2) uma semelhanca
entre trés dos casos de resposta completa, P21, P17 e P13, o que indica
que a expressao tumoral desses animais é muito proxima. Em comparacéao
com os dados clinicos, verificou-se que esses animais eram fémeas, mas

tal relacéo néo é relatada na literatura.

Grafico 2 - Heat map das amostras de Tumor Venéreo Transmissivel Canino pelo método
de distancia Euclidiana, sendo P10 e P11 amostras de tecido sadio e as demais de tecido
tumoral. Ha& maior semelhanga entre os grupos sadio e tumoral com excecao de P23.

6.3. Perfil transcricional do TVTC

A anédlise global do perfil transcricional do tumor permitiu identificar o

envolvimento desses genes em eventos bioldgicos importantes como, por
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exemplo, progressdo tumoral, reparo do DNA, regulacdo da resposta
imune, angiogénese, regulacdo génica, apoptose, adesdo celular e

regulacéo do ciclo celular (Tabelas 3 e 4).

Tabela 3 - Genes upregulated no Tumor Venéreo Transmissivel Canino. Identificacao do
gene (EntrezGene ID), simbolo, descri¢ao (fungédo bioldgica) e p-valor.

EntrezGene ID Simbolo Descricao* p-valor
Marcador progndstico favoravel para cancer
colorretal e ndo favoravel para cancer renal;
participa do ciclo celular; pode estar envolvido
na progressao tumoral

Supressor tumoral; envolvido no ciclo celular
(necessério para a progresséo do ciclo celular
normal de G2 para mitose); reparo do DNA;
403437 BRCA1l regulagdo da transcricdo para manter a 1,76*108
estabilidade gendmica; mutagfes neste gene
sdo responséaveis pelos canceres de mama
hereditarios e de mama e ovario herdados
Proto-oncogene que regula negativamente a
487965 CBLB proliferacdo celular; limita a ativacdo de 1,07*10¢
linfocitos T

Envolvido na regulacdo da resposta imune;
manutencédo da homeostase imunolodgica
Marcador prognéstico ndo favoravel para
cancer renal e favoravel para cancer
endometrial e de cabeca e pescoco; pode ser
um componente crucial do citoesqueleto de
células altamente moveis, atuando na
invaginacdo da membrana plasmatica e na
formagdo de protrusdes desta, com
envolvimento na locomogao celular; membros
desta familia estdo envolvidos na regulacao
génica e apoptose

Marcador prognéstico nédo favoravel para
cancer renal, cervical e hepético; envolvido na
403850 CXCL8 ativagdo de neutrofilos; quimiotaxia de 2,80*10*
neutréfilos; um dos principais mediadores da
resposta inflamatdria; angiogénese

Marcador prognéstico ndo favoravel para
cancer renal e favoravel para cancer
endometrial, de ovério e colorretal; quimiotaxia
608156 CXCL13 de neutrofilos; promove preferencialmente a 4,66*108
migracgédo de linfécitos B (em comparagdo com
células T e macréfagos), aparentemente por
estimular o influxo de célcio

Supressor de apoptose induzido por dano ao
DNA

Marcador prognéstico ndo favoravel para
céancer renal e hepatico; replicagcdo do DNA; a
degradacéo de CDT1 em resposta a danos no
DNA é necesséria para garantir a regulagédo
adequada do ciclo celular da replicacdo do
DNA

Marcador prognéstico ndo favoravel para
611838 HMMR cancer hepatico, pancreatico, de pulméo e de 7,14*10°
cabeca e pescoco; envolvido na transformacéo

491156 ATADS 1,2*107

483297 CD300LF 9,68*10°

489949 CORO1A 1,98*107

485160 DDIAS 6,07*10%

490279 DTL 4,87*10°
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celular e metastases

483231

IKZF1

Marcador prognéstico favoravel para cancer de
mama, cervical e de cabeca e pescogo;
regulador do desenvolvimento de células
imunes, principalmente células B iniciais e T
CD4+; regulador da transcricdo

1,13*10%

481327

ILI8RAP

Resposta inflamatéria; a proteina codificada
por esse gene é uma subunidade acessoria do
receptor heterodimérico da interleucina 18
(IL18), uma citocina pré-inflamatéria envolvida
na inducdo da imunidade mediada por células

3,11*1012

485930

NFATC2

Marcador prognostico ndo favoravel para
cancer renal; promove a migragdo celular;
participa da inducdo da transcricdo génica
durante a resposta imune

2,72*10°

611768

RADS1AP1

Marcador prognéstico ndo favoravel para
cancer renal, pancredtico, hepético e
endometrial; pode participar de uma via comum
de resposta ao dano ao DNA associada a
ativacdo da recombinacdo homodloga e ao
reparo da quebra da dupla fita

2,29*10°

485781

RASSF2

Marcador prognéstico ndo favoravel para
cancer renal; potencial supressor de tumor;
atua como uma proteina efetora especifica do
KRAS; pode promover apoptose e parada do
ciclo celular

1,84*10°®

477221

RBL1

Marcador prognéstico ndo favoravel para
cancer renal; regula transcricdo; supressor
tumoral que parece estar envolvido na
regulacéo do ciclo celular

3,60*10°

490310

RNASEL

MutacBes neste gene foram associadas a
predisposicdo ao cancer de prostata

4,04*104

482963

RRM2

Marcador prognéstico nédo favoravel para
cancer renal, hepatico e pancreatico;
replicacdo do DNA (fornece precurssores
necessarios)

3,73*10°%

476350

SEMA4D

Marcador progndstico favoravel para cancer
cervical e urotelial; desempenha um papel no
sistema imunoldgico; induz as células B a se
agregar e melhora sua viabilidade (in vitro).

2,46*108

482366

SKAP2

Possivel envolvimento na regulacdo da
ativacdo adequada do sistema imunolégico e
na regulacdo negativa da invasédo tumoral

5,11*10°

488810

SLBP

Marcador néo favoravel para cancer hepéatico;
envolvido no direcionamento do RNAm de
histonas maduras do ndcleo para o citoplasma

1,32*10°

487438

TNFRSF8

Receptor expresso por células T e B ativadas;
regulador celular da apoptose

3,46*107

477186

TPX2

Marcador prognéstico ndo favoravel para
cancer renal, hepatico, endometrial,
pancreatico e de pulm&o; necessario para a
montagem normal dos microtibulos durante a
apoptose

6,27*106

611463

UHRF1

Marcador prognéstico ndo favoravel para
cancer pancreético, hepatico e melanoma;
desempenha papel importante na transi¢do
G1/S e funciona no ponto de verificacdo de
danos ao DNA dependente de p53

2,41*101?

*Informacdes retiradas da base de dados The Human Protein Atlas.
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Tabela 4 - Genes downregulated no Tumor Venéreo Transmissivel Canino. Identificacéo
do gene (EntrezGene ID), simbolo, descrigdo (fungdo bioldgica) e p-valor.

EntrezGene ID Simbolo Descricao* p-valor
Marcador prognostico favoravel para cancer
cervical e colorretal; quimiotaxia de mondcitos;

610078 CXCL14 . . 8,81*10°
envolvido na homeostase de macrofagos
derivados de mondcitos
Proteina transportadora de &cidos graxos

608476 FABP4 expressa principalmente em adip6citos e 2.80%1042

macréfagos; regulagdo positiva de vias
associadas a mestastase

Marcador prognostico favoravel para cancer
484198 GADD45G | pancreatico e endometrial; envolvido na 1,17*10°
regulacdo do crescimento e apoptose
Marcador prognéstico ndo favoravel para
cancer renal e favoravel para céncer
pancreatico; codifica uma proteina de adeséo
celular que é membro da superfamilia das
imunoglobulinas. A proteina codificada esta
envolvida nas interacdes célula a célula, bem
como nas interagBes célula-matriz durante
desenvolvimento e diferenciacéo

Marcador prognostico favoravel para céncer
486042 TNFRSF19 | renal e de pulmdo; induz apoptose por 3,00%10°
mecanismo independente de caspase
Supresséo metastatica; expressao
inversamente correlacionada com
488699 TRPM1 agressividade do melanoma, sendo utlizada | 5,72*107
como marcador prognéstico para metastases
de melanoma

Regula negativamente a resposta imune
mediada por células T de modo a inibir a
ativagdo, proliferagdo, produgdo de citocinas e
desenvolvimento de citotoxicidade das células
T. Quando expresso na superficie celular de
macrofagos tumorais, desempenha papel
importante, juntamente com as células T
reguladoras (Treg), na supresséo da imunidade
das células T antigeno-especificas associadas
ao tumor

479435 NCAM1 3,89*10°8

483140 VTCN1 8,52*107

*Informacdes retiradas da base de dados The Human Protein Atlas?.

Alguns genes sao apontados como marcadores prognosticos
tumorais, como € o caso de RNASEL (ribonuclease L), upregulated no
TVTC. Tal gene é associado a predisposicdo do cancer de prostata e a
progresséao do tumor, como relatado por Meyer et al. (2010), que utilizaram
o produto deste gene como marcador sanguineo, sendo esta uma
abordagem pouco explorada no TVTC.

Também observou-se a presenca de supressores tumorais, como

BRCAL1 (breast cancer 1), RASSF2 (Ras association domain family
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member 2) e RBL1 (RB transcriptional corepressor like 1), por exemplo,
mas que ao sofrerem mutacdes perdem tal funcdo. BRCAL, por exemplo,
associado ao cancer de mama, tem relacdo com a regulacao da expressao
génica e reparo do DNA, além de regular negativamente a proliferacéo
celular (AMENDOLA; VIEIRA, 2005; GREGORIS, 2012).

Neste estudo, BRCAL esta upregulated, de modo que esta sendo
expresso acima do normal e, portanto, perdeu sua capacidade protetora,
0 que contribui para o desenvolvimento tumoral pela inativacdo e
desregulacéo trasncricional, falta de reparo aos danos no DNA, falta de
controle do ciclo celular e, consequentemente, contribui na proliferacao
celular.

Quanto a resposta imune, observa-se o envolvimento de CD300LF
(CD300 Molecule Like Family Member F), NFATC2 (nuclear factor of
activated T cells 2), SEMA4D (Semaphorin 4D), SKAP2 (Src kinase
associated phosphoprotein 2), VTCN1 (V-set domain containing T cell
activation inhibitor 1) e CBLB (Casitas B-lineage lymphoma proto-
oncogene-b).

Dentre tais genes, CBLB trata-se de um proto-oncogene que limita a
ativacao de linfocitos T (regulacao negativa), responsaveis pela defesa do
organismo contra agentes desconhecidos (antigenos), de modo a induzir
a apoptose de células danificadas ou cancerigenas e se diferenciar de
acordo com a sua funcdo em citotdéxicos (CD8), auxiliares (CD4), natural
killer (NK) e de memoria (CD45). (LIU et al., 2014; CHE et al.; 2017).

No TVTC, tal gene esta upregulated, de modo que se o sistema
imunoldgico dos cées estivesse deficiente em CBLB, como no estudo de
Salzberg et al. (2014) com camundongos, no qual os autores descreveram
CBLB como um promissor alvo terapéutico para melhorar a atividade
imune antitumoral, possivelmente o organismo dos caes seria capaz de
combater o tumor como ocorreu com 0s camundongos.

Em relacdo a progresséo tumoral, CXCL7 foi descrito por Guo et al.
(2017) na proliferagéo celular em colangiocarcinomas e por Chiang et al.
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(2012) na progressédo do TVTC. Neste estudo, a expressao de CXCL8 e
CXCL13 foi observada como upregulated e de CXCL14 como
downregulated, os quais fazem parte da familia CXC assim como CXCL?7.

A sintese autécrina de CXCL8 pelas células cancerigenas traz
implicacdes quanto ao desenvolvimento e progressédo tumoral (Figura 4),
uma vez que induz a secrecdo de fatores de crescimento adicionais por
macréfagos associados ao tumor e infiltracdo quimiotatica de neutrdfilos,
assim como promove angiogénese, invasdo de tecidos adjacentes e,
consequentemente, migracdo das células tumorais (SANTONI et al.,
2014).

v W

b

Promotion of "C} e

macrophage derived g FM Stimulation of

P9 Tug  cxcis iy Stimuladion
growth factor release = g ARGIBEREAS Pericyte
Neutrophil recruitment CXCLS /

) _and activation

Extracellular matrix

Figura 4 - Interagdo de CXCL8 com o microambiente tumoral: estimulo da angiogénese,
invasao e migragao, recrutamento de neutrdfilos (retirado de Santoni et al., 2014).

Além disso, observou-se alteracdo na expressédo de NCAM1 (neural
cell adhesion molecule 1), que codifica uma proteina de adesao celular
(CORADAZZI et al., 2003). Tal gene esta downregulated no TVTC e pode

estar relacionado com a transmisséo do tumor, pois as células precisam

57



se desprender para serem implantadas e, neste caso, haveria pouca
adeséo célula-célula.

Por fim, observa-se que os genes diferencialmente expressos no
TVTC estéo envolvidos, de um modo geral, na progressao tumoral, o que
inclui angiogénese e posterior metastase, assim como falta de reparo do

DNA e supressao da apoptose.
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Resumo

O Tumor Venéreo Transmissivel Canino (TVTC) é uma neoplasia maligna de
comportamento biol6gico versétil pouco explorada em relacdo a diferencas
genéticas e marcadores prognosticos. Nesse sentido, analisou-se a relacao das
quimiocinas CXCL8, CXCL13 e CXCL14 na progressdo do TVTC. Para tal,
realizou-se o sequenciamento em larga escala (RNAseq) de amostras tumorais
de doze cdes que ndo receberam nenhum tratamento prévio antes da bidpsia.
Com a biblioteca RNA-seq, os dados foram analisados por métodos de
bioinforméatica por meio dos softwares R, STAR e Bioconductor, sendo a analise
da expresséao diferencial realizada pelo pacote DEseq2, p < 0.05 e log 2 fold
change > 2. Acredita-se haver uma possivel relacdo entre as quimiocinas
estudadas e a progressao pelo fato de CXCL13 promover promover invaséo,
proliferacdo, assim como CXCL14, além de metastase, fungdes também

exercidas por CXCL8 além da angiogénese.

Palavras-chave: Cao; Tumor Venéreo Transmissivel Canino; CXCL8; CXCL13;
CXCL14.
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Introducéao

O Tumor Venéreo Transmissivel Canino (TVTC) é uma neoplasia maligna
de localizacéo predominantemente venérea, que acomete, principalmente,
animais errantes e entre dois a cinco anos de idade. Apresenta
comportamento biolégico versatil e sua transmissdo ocorre de forma
venérea ou via arranhadura, contato direto ou lambedura com a
implantacéo de células tumorais em mucosas que perderam a integridade.
(Silva 2007, Flérez, 2014; Birhan, 2015; Lima, 2013; Murchison, 2014,
Fonseca, 2017)

Apesar de ser alvo de numerosas investigagdes, dados sobre
diferencas genéticas sdo escassos, sendo que tais estudos permitem
identificar alteracbes no genoma, marcadores prognosticos e,
conseguentemente, melhorar o diagnostico e a resposta terapéutica.

Nesse sentido, a familia de quimiocinas CXC (Cys-X-Cys) vem
sendo explorada neste tumor. Chiang et al. (2012) verificaram que a
superexpressdo de CXCL7 (chemokine ligand 7) esta associada a
progressdo tumoral no TVTC, logo ha possibilidade de que outros
membros da familia CXC possam desempenhar papel semelhante.

O objetivo deste estudo foi analisar o possivel envolvimento de
CXCL8, CXCL 13 e CXCL 14 na progresséo do TVTC.

Metodologia

Foram incluidos doze cées (Canis lupus familiaris) diagnosticados
com TVTC pela pungéo aspirativa por agulha fina, sem nenhum tratamento
prévio, predilecdo por raca ou sexo e com idade igual ou superior a dois
anos provenientes do Hospital Veterinario Faculdade de Medicina
Veterinaria e Zootecnia da Universidade Estadual Paulista “Julio de
Mesquita Filho” (FMVZ/UNESP), com aprovagdo do Comité de Etica no
Uso de Animais da FMVZ.
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Confirmado o diagndstico, realizou-se a bidpsia de parte do tumor,
a amostra foi conservada em 1 mL da solugdo RNAlater® (Ambion® Life
Technologies, AM7024), com posterior extracdo de RNA total com solucéo
TRIzol® reagente (Invitrogen™, 15596026) segundo as instrucGes do
fabricante.

Apoés obtencdo do material extraido, avalivou-se a integridade do
RNA (RIN - RNA Integrity Number) por meio do Bioanalyzer 2100 (Agilent
Technologies) com o Agilent RNA 6000 Nano kit (Agilent Technologies,
CA, USA), a concentracdo do RNA por meio do espectrofotobmetro
(NanoDropTM, ND-8000, Thermo Scientific, MA, USA) e do software ND-
1000, versao v.3.31.

Feito isso, obteve-se o DNA complementar (DNAc) por meio do kit
High-Capacity cDNA Reverse Transcription (lllumina®), conforme as
recomendacdes do fabricante, sendo posteriormente analisado pelo
Bioanalyzer 2100 com o Agilent DNA 1000 kit. Em seguida, as amostras
foram submetidas ao protocolo de preparo das bibliotecas, e para tal,
utilizou-se o SureSelect Strand-Specific RNA Library Preparation kit
(lumina® - Multiplex Sequencing) de acordo com as instru¢cdes do
fabricante.

Em seguida, as bibliotecas de DNAc foram purificadas por meio do
kit AMPure XP beads (beckmann Coulter, Fullerton, EUA), adicionados os
primers indexadores e a quantificacdo foi realizada por meio do KAPA
Library Quantification kit (lllumina®) de acordo com as instru¢cdes do
fabricante. Nessa etapa, o RT-gPCR foi realizado por meio do 7500 Fast
Real-Time PCR System e as curvas obtidas pelo software 7500 Software,
versao 2.06 (Life TechnologiesTM).

Posteriormente, o pool das amostras foi submetido ao sequenciador
NextSeq® 500 System (lllumina®) e, para tal, utilizou-se o kit NextSeq
500/550 High Output Kit V2 (lllumina®) e a flow cell de 150 ciclos.

Apéds a obtencdo dos dados, as sequéncias (reads) geradas no
formato fastq foram alinhadas, sendo que o sequenciamento foi do tipo
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single-read. Para o alinhamento, utilizou-se a ferramenta computacional
STAR. Desta forma, as sequéncias de cada um dos transcritos de
interesse foram montadas por meio do software Bioconductor com base
no genoma do cdo disponivel no banco de dados Ensembl (Dog
CanFama3.1).

O numero de reads foi normalizado pelo numero total de reads de
cada amostra e pelo tamanho dos transcritos. Esse valor, denominado de
RPKM (reads or fragments per kilobase exon per million reads), foi utilizado
para comparar a expressao entre as amostras estudadas.

As expressodes diferenciais dos genes foram analisadas por meio do
software R com o pacote DEseq2 e os genes foram considerados
diferencialmente expressos para p < 0.05 e log2 FC (fold change) > 2. Além
disso, genes com false discovery rate (FDR) < 0,01 foram considerados
diferencialmente expressos e divididos em sub e sobrexpressos com base
no log2 FC.

Feito isso, analisou-se a expressao génica diferencial com log2 FC
= 2 e p-ajustado (BH - Benjamim-Hochberg) = 0,01, de modo a restringir o
namero de genes diferencialmente expressos. Estas analises foram
realizadas em pareceria com o Grupo de Simulagdo e Modelagem
Computacional da UNESP, Campus de Itapeva.

Apds a obtencdo dos genes diferencialmente expressos no TVTC,
estes foram analisados quando a sua funcao biolégica por meio das bases
de dados Human Protein Atlas, My Cancer Genome® - Genetically
Informed Cancer Medicine e Gene Ontology Consortium, sendo avaliada
a relacdo de genes pertencentes a familia CXC com a progressao do
TVTC.

Resultados e discussao

Pela expressédo global dos genes, verificou-se alteracdo de trés genes
pertencentes a familia das quimiocinas CXC: CXCL8 (chemokine ligand
8), CXCL13 (chemokine ligand 13) e CXCL14 (chemokine ligand 14),
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estando os dois primeiros upregulated e o ultimo downregulated no TVTC.

Quanto a relacédo destas quimiocinas com o TVTC, tem-se que a
sintese autdcrina de CXCL8 pelas células cancerigenas traz implicacdes
guanto ao desenvolvimento e progressao tumoral por induzir a secregao
de fatores de crescimento por macrofagos associados ao tumor e
infiltracdo quimiotatica de neutrofilos (SANTONI et al., 2014), de modo que
tal quimiocina pode influenciar na progressao do TVTC.

CXCL8, de acordo com Santoni et al., 2014, também promove
angiogénese, invasdo de tecidos adjacentes e, consequentemente,
migracdo das células tumorais, logo também pode contribuir na

progressao tumoral.
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9. Concluséao e perspectivas futuras

Na analise do transcriptoma do Tumor Venéreo Transmissivel
Canino foram identificados genes envolvidos na progressédo tumoral e
regulacdo da resposta immune e do cliclo celular, sendo a maioria
marcadores progndésticos de outros tumores, fato a ser explorado neste
tumor, assim como a evasao do sistema immune e a forma de transmisséo
do tumor, que néo foram esclarecidas.

A fim de esclarecer as vias biolégicas envolvidas em tais processos,
sao necessarios estudos futuros com a caracterizacdo do enriquecimento
das categorias ontolégicas. Para tal, pretende-se realizar uma analise do
interatoma deste tumor, a fim de esclarecer as questdes apontadas acima
e incentivar a busca de novos protocolos diagnésticos e terapéuticos,

assim como aprimorar os ja existentes.
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ANEXO A — Atestado da Comisséo de Etica no Uso de Animais.

UNIVERSIDADE ESTADUAL PAULISTA 5\.1 fmvz - unesp

e
&
unes " JULIO DE MESQUITA FiLHO"
Facuigade de Modic ina VOtorindra e Zootecma

Campus tie Botucatu

ATESTADO

Atesto que o subprojeto intitulado “Tumor venéreo transmissivel: alvos
moleculares associados a progressdo e evasdo da resposta imune”, faz parte do
Projeto de Pesquisa “Interacdo entre hospedeiro e Tumor Venéreo
Transmissivel Canino: diversidade de células mononucleares e do complexo
principal de histocompatibilidade” Protocolo CEUA 126/2015, aprovado em
02/10/2015, a ser conduzido por Paula de Sanctis, para fins de pesquisa
cientifica, e encontra-se de acordo com os preceitos da Lei n® 11.794, de 8 de
outubro de 2008, do Decreto n® 6.899, de 15 de julho de 2009, e com as
normas editadas pelo Conselho Nacional de Controle de Experimentacdo Animal

~ CONCEA.
Vigéncia do projeto 12/10/2015 a 31/08/2016
Finalidade Pesquisa Cientifica
Espécie/Linhagem Canina/ Canis familiaris
Raca Indefinida
N° de animais 12
Peso/Idade 02 a 20kg/02 a 12 anos
Sexo 07 Machos e 05 fémeas
Origem Proprietarios particulares
Botucatu, 06 de julho de 2017
| \

Prof2.Ass. Dr2, Ibiara Correia de Lima Almeida Paz

Presidente da CEUA da FMVZ, UNESP - Campus de Botucatu
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ANEXO B — Atestado da Comisséo de Etica no Uso de Animais (alteracéo
de titulo).

My uevensiAce EsTAOUAL PALUSTA 23N fmvz - unesp

unes JULID DE MESOUITA FILHO®
Faculiade do Medicina Veterinara ¢ Zootecnia

Campus de Botucatu

ATESTADO

Atesto que o subprojeto intitulado “Tumor venereo transmissivel. alvos
moleculares associados a progressao e evasao da resposta imune” teve seu
titulo alterado para “TUMOR VENEREO TRANSMISSIVEL CANINO (TVTC):
ESTUDO DO PERFIL TRANSCRICIONAL", o qual faz parte do projeto
“Interacdo entre hospedeiro e tumor venéreo transmissivel canino: diversidade
de celulas mononucleares e do complexo principal de histocompatibilidade”,
Protocolo CEUA 0126/2015, aprovado em 02 de outubro de 2015, a ser
conduzido por Paula de Sanctis, orientada pela Profa Dra. Noeme Souza
Rocha, para fins de pesquisa cientifica, e encontra-se de acordo com 0s
preceitos da Lei n® 11.794, de 8 de outubro de 2008, do Decreto n® 6.899, de 15
de julho de 2009, e com as normas editadas pelo Conselho Nacional de Controle
de Experimentacdo Animal — CONCEA.

Botucatu, 04 de agosto de 2020.
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