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TUMOR VENEREO TRANSM|S§|'VEL CANINO - I. EXPRESSAO GENICA E
PROTEICA E CARACTERIZACAO GENOTIPICA DE DLADQA-1 (MHC-II); II.
ESTUDO IMUNO-HISTOQUIMICO DA RESPOSTA IMUNE LOCAL

RESUMO - O tumor venéreo transmissivel canino (CTVT) é um cancer transmissivel
que propaga-se, naturalmente, entre os cées pela transferéncia alogénica de células
tumorais, principalmente, durante o coito. Trata-se da mais antiga linhagem tumoral
conhecida na natureza e uma de suas caracteristicas marcantes é a habilidade de
se desenvolver e se evadir da rejeicdo imunolégica, como enxerto alogénico, apesar
da estrita e continua vigilancia do sistema imunolégico. Ha a hipotese de que as
células do CTVT nao expressam MHC-Il, como um mecanismo de escape a
deteccdo imune, e que a positividade detectada em muitas amostras tumorais possa
ser atribuida a infiltracdo de células do hospedeiro no sitio do tumor. Objetivou-se
avaliar a expressao génica e proteica e a caracterizacdo genotipica do loco
DLADQA-1 (MHC-II) em tumores venéreos transmissiveis de ocorréncia espontanea
em cées. Adicionalmente, detectar a interacdo entre anticorpos séricos e antigenos
tumorais especificos do CTVT. Para tanto, foram incluidos neste estudo 20 caes
provenientes de S&o José do Rio Preto, Sdo Paulo, Brasil, com CTVT de ocorréncia
natural. As amostras tumorais foram coletadas antes do tratamento quimioterapico
(M1) e trés semanas apos o inicio da quimioterapia (M2). A analise de expressao
génica foi realizada pelo método de gPCR e de expressao proteica de CD3, CD79,
MAC387, Ki67 e MHC-II, pelo método de imuno-histoquimica. Foi realizado
sequenciamento por capilaridade para caracterizacdo genotipica e estudo dos
antigenos tumorais pela técnica de Western Blotting. Amostras de CTVT e de seus
hospedeiros provenientes de outros paises foram empregados para estudos
comparativos. Foi observada diferenca significativa de células imunomarcadas para
MHC-Il e CD3 entre M1 e M2 detectando-se maior expressdo em M2. Nao houve
expressao génica de DLADQA-1 em nenhuma amostra de CTVT em M1 e M2. O
elevado grau de semelhanca genotipica do loco DLADQA-1 entre as amostras
tumorais, as quais diferem de seus respectivos hospedeiros, condiz com a origem
clonal desta neoplasia. Nao houve diferenca significativa entre os genotipos de
DLADQA-1 entre os animais hospedeiros e controle. As bandas proteicas
detectadas em CTVTs em diferentes tumores de cédes do Brasil e em amostras
oriundas de diferentes regides geograficas também foram detectadas em lingua de
cdo com CTVT e de outro cdo controle, tornando assim indefinido se as bandas
detectadas no atual estudo séo especificas para a neoplasia em questao.

Palavras-chave: cancer, DLADQA-1, hospedeiro, MHC, transmissivel
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CANINE TRANSMISSIBLE VENEREAL TUMOUR - |. GENE AND PROTEIN
EXPRESSION AND GENOTYPIC CHARACTERIZATION OF DLADQA-1 (MHC-II);
[I. IMMUNOHISTOCHEMISTRY EVALUATION OF LOCAL IMMUNE RESPONSE.

ABSTRACT - The canine transmissible venereal tumor (CTVT) is a transmissible
cancer that is spread between dogs by the allogeneic transfer of living cancer cells
during coitus. It is the oldest cancer lineage known in nature and one of the most
remarkable features of CTVT is its ability to develop and evade the immune rejection,
as an allogeneic graft, despite the strict and continuous surveillance of the immune
system. It has been hypothesized that CTVT cells do not express MHC-II as an
escape mechanism to immune detection, and MHC-II positivity detected in tumor
samples can be attributed to infiltrating host cell at the tumor site. The aims of this
study were: evaluate gene and protein expression and genotypic characterization of
DLADQA-1 locus (MHC-II) in spontaneous transmissible venereal tumours in dogs.
Additionally, to detect the interaction between serum antibodies and specific tumor
antigens of CTVT. For this, 20 dogs from S&o José do Rio Preto, Sado Paulo, Brazil
with naturally occurring CTVT were included and samples were collected before
chemotherapy (M1) and three weeks after starting chemotherapy (M2). The gene
expression analysis was performed by gPCR method and protein expression of CD3,
CD79, MAC387, Ki67 and MHC-II by immunohistochemistry method. Sequencing
was performed by capillary method and the study of tumor antigens by the Western
Blotting technique. CTVT samples and their hosts from other countries have been
used for comparative studies. Significant differences were observed in MHC-II and
CD3 immunostained cells between M1 and M2 with higher expression in M2. There
was no gene expression of DLADQA-1 in any sample of CTVT in M1 and M2. The
genotypic similarity between tumor samples, which differ from their respective hosts,
is consistent with a clonal origin of this tumour. There was no significant difference
between the genotypes of hosts and control dogs. The detection of two protein bands
in different CTVT from Brazil and samples from different geographic regions were
also detected in tongue of CTVT dog and another control dog. Therefore, it unclear
whether the bands which were identified in this study are specific from the cancer in
guestion.

Keywords: cancer, DLADQA-1, host, MHC and transmissible
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1 INTRODUCAO

A maioria dos canceres surge como resultado de mutacdes cumulativas em
células somaticas durante a vida de um organismo e constitui uma expansao clonal
de células transformadas com o genotipo derivado do hospedeiro (STRATTON et al.,
2009). Em vertebrados, os tumores nao sado, de modo geral, contagiosos ou
transmitidos a outros individuos, por serem alvos do reconhecimento imunolégico e
rejeitados por acdo de proteinas polimorficas de superficie celular, particularmente
as do complexo principal de histocompatibilidade (MHC) em vertebrados (WAGNER,
2003; BELOV, 2011; STRAKOVA; MURCHISON, 2015).

Alguns tumores sdo induzidos por agentes infecciosos, tais como virus e
parasitas (Spirocerca lupis, Hymenolepis nana) e, embora estes agentes sejam
contagiosos, esses tumores surgem no hospedeiro ainda pela transformacao de
células somaticas (ZUR HAUSEN, 2009; MURCHISON et al., 2014; METZGER et
al., 2015; MUEHLENBACHS et al., 2015).

Para tornar-se transmissivel, o cancer deve adquirir competéncias para
suportar a transmisséo fisica de suas células cancerigenas e para escapar da acao
do sistema imune do hospedeiro. Uma vez transmissivel, o cancer deve adquirir
configuracdo gendmica que proporcione um longo tempo de vida sem que isso
induza a morte do hospedeiro (STRAKOVA; MURCHISON, 2015).

O tumor venéreo transmissivel canino (CTVT), a doenca tumoral da face do
diabo da Tasmania (DFTD) e, mais recentemente, um céancer fatal em moluscos
semelhante a leucemia s&o considerados o0s Unicos cénceres naturalmente
transmissiveis em animais (MURGIA et al.,, 2006; REBBECK et al., 2009;
MURCHISON et al., 2014; METZGER et al., 2015). Nesses casos, a propria célula
tumoral propaga-se naturalmente entre os individuos como uma linhagem celular
contagiosa (REBBECK et al., 2009; MURCHISON et al., 2014). O CTVT, descrito
pela primeira vez em 1810 por Blaine (BLAINE, 1810), € um tumor sexualmente
transmissivel em caes que se originou ha milhares de anos (MURGIA et al., 2006;
REBBECK et al., 2009; MURCHISON et al., 2014).



A notavel semelhanca entre os cariotipos do CTVT, que diferem claramente
das células de caes normais, sugere ndo s6 uma origem comum dessa neoplasia,
mas também destaca a natureza estavel deste clone (MURCHISON, 2009).

Muitos canceres em seres humanos se valem de mecanismos de escape a
deteccdo imune modulando a expressdo de MHC (ALGARRA; COLLADO;
GARRIDO, 1997). No caso do CTVT, estudos sugerem que as células tumorais sub-
regulam a expressédo de moléculas de MHC, presumivelmente por um processo de
imunosselecdo (YANG; CHANDLER; DUNNE-ANWAY, 1987; HSIAO et al., 2002;
MURGIA et al.,, 2006). Os genes do MHC desempenham papel fundamental na
protecdo de espécies de vertebrados contra doencas infecciosas e canceres
transmissiveis (BELOV, 2011), e na rejeicdo de enxertos (WAGNER; BURNETT;
STORB, 1999). Por sua vez, o CTVT escapa dessa estrita e continua vigilancia
imunologica do hospedeiro e a analise da expressédo génica, proteica e avaliacao
genotipica do MHC-II dos tumores e de seus hospedeiros pode contribuir e melhorar
a compreensao da interacdo entre o CTVT e o sistema imune do hospedeiro e de
mecanismos pelos quais esta neoplasia consegue persistir como um enxerto
alogénico no hospedeiro.

Adicionalmente, a identidade dos candidatos a antigenos tumorais pode
fornecer dados importantes sobre os mecanismos pelos quais o CTVT escapa do
sistema imunolégico como um enxerto alogénico, proporcionando ndo s6 a
compreensao das estratégias de evasao imune dessa doenca infecciosa Unica, mas,
possivelmente também a elucidagcdo dos mecanismos biolégicos que podem ser
explorados para evitar a rejeicdo do enxerto em pacientes transplantados e nas

doencas autoimunes.

2 REVISAO DE LITERATURA

2.1 Carcinogénese

Avaliando células cancerigenas em divisdo celular, David Von Hansemann e

Theodor Boveri no final do século XIX e inicio do século XX, observaram a presenca

de alteracbes cromossOmicas bizarras e isso desencadeou a proposta de que 0s



canceres sdo caracterizados por clones de células anormais causados por
anormalidades no material genético (STRATTON; CAMPBELL; FUTREAL, 2009).

O céancer engloba centenas de doencas distintas com diversos fatores de risco
e epidemioldgicos e surge quando uma unica linhagem celular adquire mutacdes
somaticas que promovem uma continua proliferacdo celular (MURCHISON, 2009;
DEAKIN et al., 2012), que pode invadir tecidos normais e induzir metastases
(STRATTON; CAMPBELL; FUTREAL, 2009).

Considerando-se que o cancer resulta do acumulo de mutacdes somaticas
selecionadas durante a evolucdo tumoral, os processos de mutacdo e de selecao
natural desempenham funcdo essencial na carcinogénese. Entretanto, a mutacao
somatica ndo € o unico processo que influencia a progressdo para 0 cancer.
Alteracbes do sistema imunoldgico, estado hormonal, expressdo de genes e
sinalizacao entre tecidos pode afetar a probabilidade e o momento da progressao
neoplasica (FRANK; NOWAK, 2004).

A caracteristica molecular da carcinogénese € a instabilidade genética, o que
permite que as células normais evoluam, progressivamente, para um estado
neoplasico e adquiram as caracteristicas necessarias que lhes permitam tornarem-
se cancerigenas. Segundo Hanahan; Weinberg (2000), as principais capacidades
biolégicas que as células cancerosas adquirem durante o desenvolvimento de
tumores incluem a manutencéo da sinalizacao proliferativa, evasao de supressores
de crescimento, resisténcia a morte celular, imortalidade replicativa, inducdo de
angiogénese, ativacdo das capacidades de invasdo e metastases, reprogramacao
do metabolismo energético e evasao da destruicdo imune (HANAHAN; WEINBERG,
2011).

2.2 Canceres transmissiveis

O cancer € o resultado inevitavel do potencial de células para multiplicar-se e
adaptar-se ao seu ambiente e, geralmente, limitado a um uUnico hospedeiro.
Entretanto, por vezes, podem escapar de seus hospedeiros e tornarem-se linhagens
clonais “parasitarias” (MURCHISON et al., 2012). Adicionalmente, sdo descritos

tumores induzidos por agentes infecciosos, tais como virus, bactérias e parasitas, no



entanto, apesar desses agentes poderem ser contagiosos, a doenca por si ndo é
considerada transmissivel, pois ainda assim é ocasionada pela transformacéao
neoplasica de células somaticas do hospedeiro (ZUR HAUSEN, 2009; WELSH,
2011; METZGER et al., 2015).

Embora n&o se tenha o conhecimento da ocorréncia natural de canceres
transmissiveis que afetam os seres humanos, ha raros relatos de transmissédo de
cancer entre dois ou mais individuos que podem ocorrer em determinadas situacdes
biolégicas. Isso envolve a transferéncia acidental de células cancerigenas através de
transplantes de 6rgaos ou de células hematopoiéticas (BIRKELAND; STORM, 2002;
BRUNSTEIN et al., 2002; BUELL et al., 2004; GANDHI; STRONG, 2007; STRAUSS;
THOMAS, 2010; WANG et al., 2011; WELSH, 2011), durante procedimentos
cirargicos, transferéncia deliberada de células cancerosas entre humanos para fins
experimentais, ou transferéncia intrauterina (GARTNER et al., 1996; TOLAR;
NEGLIA, 2003; GANDHI; STRONG, 2007). No entanto, estes casos Ssao
extremamente raros, e menos de 0,06% dos pacientes transplantados desenvolvem

cancer por meio de érgaos ou de células (FENG et al., 2003).

A transferéncia de células cancerigenas entre individuos € normalmente
impedida por acdo das barreiras fisicas, além da competente acdo do sistema
imunologico. Todavia, a habilidade dos canceres transmissiveis em contornar esses
obstaculos demonstra o potencial dessas ceélulas cancerosas em tornarem-se
“parasitas” de linhagens clonais (MURCHISON et al., 2012).

O cancer para tornar-se transmissivel deve adaptar-se tanto para suportar a
transmissao fisica de células cancerigenas entre os hospedeiros, como para se
evadir do sistema imune de um hospedeiro alogénico. Uma vez transmissivel, o
cancer deve também adquirir uma configuracdo genémica que lhe proporcione um
longo tempo de vida (STRAKOVA; MURCHISON, 2015).

O tumor venéreo transmissivel canino (CTVT), a doenca tumoral da face do
diabo da Tasmania (DFTD) e, mais recentemente, um céancer fatal em moluscos
(Mya arenaria) semelhante a leucemia sédo considerados os Unicos trés canceres

naturalmente transmissiveis em animais. Esses canceres sao transmitidos pela



transferéncia fisica de células tumorais viaveis que podem ser transplantadas a
hospedeiros nao relacionados (PYECROFT et al., 2007; MURCHISON, 2009;
BELOV, 2011; METZGER et al., 2015). Além dos tumores transmissiveis citados, um
sarcoma identificado em colonia de hamsters de laboratorio foi transmitido
experimentalmente entre individuos, através da picada de mosquito e por meio de
canibalismo (BRINDLEY; BANFIELD, 1961; COOPER; MACKAY; BANFIELD, 1964;
BANFIELD et al., 1965).

Até onde se conhece, a transmissédo de células tumorais de um individuo a
outro ocorre por implantacdo em tecido escarificado ou por via hemolinfatica. No
caso do CTVT, o mais comum € a transmissao venérea entre caes, originada ha
milhares de anos (MURGIA et al., 2006; REBBECK et al., 2009; MURCHISON et al.,
2014). O tumor facial DFTD é agressivo e surgiu ha menos de 20 anos atras e esta
ameacando a sobrevivéncia dessa espécie na natureza (HAWKINS et al., 2006). O
cancer semelhante a leucemia, fatal na maioria dos portadores, foi inicialmente
documentado em 1970 e afeta bivalves marinhos, como moluscos, mexilhdes e
ostras na costa leste da América do Norte. Caracteriza-se pela alteracdo neoplasica

das células da hemolinfa dessa espécie (METZGER et al., 2015).

Em cada um desses casos, 0 genotipo tumoral ndo se correlaciona com o
genotipo de seus hospedeiros correspondentes, o que demonstra que a neoplasia
nao ocorre devido a transformacdo neoplasica das células somaticas dos seus
hospedeiros. Além disso, as células tumorais encontradas nos animais afetados em
diferentes regibes geograficas sdo semelhantes entre si, confirmando assim sua
origem clonal (MURGIA et al.,, 2006; PEARSE; SWIFT, 2006; METZGER et al.,
2015).

O numero dipléide no cado normal consiste em 78 cromossomos, sendo 76
acrocéntricos e um par sexual metacéntrico (COHEN, 1978; PINHEIRO et al., 1986).
Na década de 1960, Takayama e Makino analisaram o cariotipo de CTVTs de
diferentes locais no Japédo e caracterizava-se por 59 cromossomos, dos quais 17
metacéntricos e 42 acrocéntricos (TAKAYAMA; MAKINO, 1961). Diversos estudos
posteriores demonstraram que o caridtipo de CTVTs de diferentes paises sao

caracterizados por 57-59 cromossomos, com 15-17 metacéntricos e 42-44



acrocéntricos (MAKINO, 1963; WEBER et al., 1965; BARSKI; CORNEFERT-
JENSEN, 1966; KAKPAKOVA et al., 1968; MURRAY et al., 1969; IDOWU, 1977,
RICHARDSON et al., 1987).

As células tumorais do CTVT e DFTD se comportam como parasitas
infecciosos sendo transmitidos de um hospedeiro para outro, esquivando-se das
proteinas do MHC. Embora esses dois canceres tenham comportamento bioldgico
semelhante, evoluiram de forma independente e a resposta imune e adaptacdo aos
seus hospedeiros séo unicas. Assim, CTVT e DFTD séo considerados excelentes
modelos de estudo de imunologia de tumores e da evolucdo de canceres infecciosos
(WELSH, 2011).

Em seres humanos e em outros vertebrados, proteinas especializadas e
codificadas por genes do MHC sao responsaveis pela rejeicdo de enxertos. O
sistema imunoldgico utiliza os antigenos MHC para diferenciar o "proprio” do "nao
proprio” por essas proteinas variarem entre individuos, e o sistema imune reage
contra essas células que apresentam antigenos MHC “n&o préprios” (BRADLEY,
1991). Portanto, as proteinas codificadas pelos genes do MHC conferem protecédo a
espécies de vertebrados contra doencas infecciosas e céanceres transmissiveis
(BELOV, 2011).

2.3 Complexo principal de histocompatibilidade (MHC)

O 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.
Trata-se de uma das regides do genoma mais extensivamente estudadas em
diversas espécies (WAGNER; BURNETT; STORB, 1999). As proteinas codificadas
pelo MHC séo expressas na superficie celular e mediam o reconhecimento imune
pela interacdo com os linfécitos T (WAGNER; 2003). Essas proteinas, altamente
polimorficas, sdo consideradas a maior e a principal barreira ao transplante
alogénico (KUMANOVICS; TAKADA,; LINDAHL, 2003).

O MHC canino foi mapeado no cromossomo telomérico 12 por hibridacéo
fluorescente in situ (FISH) (DUTRA; MIGNOT; PUCK, 1996; WAGNER, 2003), e



varios genes identificados nessa regido apresentam sequéncia com significativa

semelhanca aos seus homologos humanos (WAGNER, 2003).

A partir de estudos imunoldgicos e estruturais em mamiferos, os genes MHC
foram subdivididos em trés classes: Classe | (MHC-I), Classe Il (MHC-II) e Classe Il
(MHC-IIl) (Tabela 1). Enquanto as moléculas da Classe | e Il consistem em
glicoproteinas de superficie celular, estruturalmente semelhantes e envolvidas na
apresentacao de antigenos aos linfécitos T, os genes da Classe lll codificam uma
variedade de moléculas relacionadas ao sistema imune e ndo imune, a maioria das
quais ndo estdo envolvidas na apresentacdo de antigenos e incluem citocinas e
componentes do sistema complemento (WAGNER, 2003; BELOV, 2011).

Os antigenos da Classe | sdo expressos por todas as ceélulas somaticas
nucleadas, interagem com as células T citotoxicas CD8+ e atuam apresentando
peptideos proprios (self). Os antigenos da Classe Il sdo expressos somente pelas
células apresentadoras de antigenos, como os linfécitos B, macrofagos e mondcitos,
células dendriticas e células de Langerhans (WAGNER; BURNETT; STORB, 1999),
ligam-se as células T helper (CD4+) e agem apresentando peptideos exdgenos
(nonself) (BELOV, 2011). Esta apresentacdo de antigenos self ou nonself é
importante na regulacéo da resposta imune (WAGNER, 2003; BELOV, 2011).

A regido de DLA classe I, assim como a regidao do MHC Classe Il em outras
espécies, é dividida em sub-regibes BTNL2-DOB, DOB-DOA, DOA-COL11A2,
COL11A2-DAX (DEBENHAM et al., 2005). Do ponto de vista imunoldgico, a regiao
mais importante é a regido BTNL2 e esta sub-regidao contém os locos DR e DQ. A
espécie canina apresenta dois genes funcionais DR (DLA-DRA1 e DLA-DRB1) e
dois genes funcionais DQ (DLA-DQA1 e DLA-DQB1) (KENNEDY et al.,, 2000;
DEBENHAM et al., 2005) (Tabela 1).



Tabela 1. Genes MHC-I, MHC-1l e MHC-IIl em mamiferos (Adaptado
de Wagner, 2003)

Nome do loco (Referéncia) Localizagdo cromossdmica
MHC-
DLA-88 (BURNETT et al., 1997) 12
DLA-79 (BURNETT; GERAGHTY, 1995) 18
DLA-12 (BURNETT et al., 1997) 12
DLA-64 (BURNETT et al., 1997) 12
DLA-12a (BURNETT et al., 1997) 12
DLA-53 (BURNETT et al., 1997) 12
DLA-A (SARMIENTO; STORB, 1990) 12
MHC-II
DLA-DRA1 (WAGNER et al., 1995) 12
DLA-DRB1 (WAGNER et al., 1996b) 12
DLA-DRB2 (WAGNER et al., 1996b) 12
DLA-DQA1 (WAGNER et al., 1996a) 12
DLA-DQB1 (WAGNER et al., 1998) 12
DLA-DQB2 (WAGNER et al., 1998) 12
MHC-III

C4 (DOXIADIS et al., 1986) 12
TNF-alfa (ZUCKER et al., 1994) 12
HSP-70 (WAGNER, dado néo publicado) 12

As moléculas de MHC séo expressas por genes variaveis e polimorficos
presentes nos vertebrados, com um enorme numero de alelos em cada loco de
MHC. Tal fato permite que as proprias moléculas MHC comportem-se como
antigenos em rejeicdo ao transplante e, entdo, o peptideo MHC do enxerto seria

reconhecido como nonself e, portanto, rejeitado (BELOV, 2011).

Conhecendo a participagdo do MHC no reconhecimento antigénico, seria
esperado que o CTVT, um enxerto alogénico, fosse rejeitado por duas importantes
razdes: 1) o MHC do hospedeiro apresentaria o antigeno tumoral como nonself para
0 sistema imune do hospedeiro, e 2) o proprio MHC tumoral se apresentaria como

nonself e geraria uma incompatibilidade com o sistema imune do hospedeiro.



Os primeiros estudos de MHC em cdaes utillizando métodos sorologicos
revelaram que espécimes de CTVT compartiiham um tipo de DLA especifico e
consistente (EPSTEIN; BENNETT, 1974). Por meio da imuno-histoquimica (IHQ),
Perez, Day e Mozos (1998) pesquisaram o MHC-II e mostraram um padrao disperso
e aleatdério de positividade na amostra tumoral. No entanto, provou-se dificil de
comprovar se as células MHC positivas observadas representavam a expressao de
MHC nas células do tumor ou as infiltradas do hospedeiro (EPSTEIN; BENNETT,
1974; COHEN; SHALEV; KRUP, 1984; YANG; CHANDLER; DUNNE-ANWAY, 1987,
PEREZ; DAY; MOZOS, 1998; HSIAO et al., 2008).

Em outro estudo, empregando técnica de separacdo celular para identificar
especificamente as células de CTVT na amostra, Cohen, Shalev e Krup (1984)
demonstraram que as ceélulas tumorais ndo expressaram [2-microglobulina, um
peptideo de MHC-I e, assim, a expressao de [2-microglobulina observada era

oriunda das células do hospedeiro e ndo das células tumorais.

Alguns trabalhos sugerem que as células do CTVT (HSIAO et al., 2002) e do
DFTD (SIDDLE et al., 2013) perderam a expressdao de moléculas de MHC,
presumivelmente por meio de um processo de imunoselecdo. Da mesma forma,
muitos canceres em seres humanos modulam a expressdo de MHC como um
mecanismo de escape a deteccdo imune (ALGARRA; COLLADO; GARRIDO, 1997).

Murgia et al. (2006) investigaram, por meio da técnica de PCR quantitativo em
tempo real (RT-gPCR), a expressao de MHC em amostras de CTVT empregando os
genes MHC-I (DLA-88) e MHC-II (DLA-DRB1). Esses pesquisadores demonstraram
niveis reduzidos de expressdo génica de DLA-88 e ndo houve expressao para DLA-
DRB1 nos tumores avaliados. No mesmo estudo foi realizada a avaliacdo genotipica
de MHC-Il nas amostras de CTVT e confirmou-se que todos os CTVTs estudados
compartilharam os mesmos haplotipos. Dois grupos no loco DLA-DQA1 foram
identificados; enquanto alguns CTVTs apresentaram-se haploides, outros
permaneceram dipléides. Esses achados contrastam com estudos posteriores que
sugerem que o loco DLA-DQA1 foi submetido a uma perda de heterozigose
(MURCHISON et al., 2014).
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A perda de heterozigose (LOH) é um termo amplamente utilizado para
descrever perdas génicas, incluindo grandes ou pequenas dele¢cdes do gene (ou
partes dele), assim como perda com ou sem reduplicacdo do outro cromossomo,
além de eventos de recombinacdo ndo reciproca, como a conversao génica
(THIAGALINGAM; LAKEN; WILLSON, 2001; WIJNHOVEN et al. 2001).

O sistema imunoldgico dos mamiferos apresenta mecanismos especificos para
a deteccao de células que ndo expressam moléculas MHC. As células natural killer
(NK) séo linfocitos especializados que se tornam citotoxicos quando ativados pela
deteccdo de auséncia de MHC. Os mecanismos pelos quais 0s canceres
transmissiveis escapam da morte celular por acdo das células NK permanecem
desconhecidos (BROWN et al., 2011). O desenvolvimento de um microambiente
tumoral imunossupressor que induza a tolerancia imunoldgica ou anergia pode ser
uma caracteristica importante do cancer transmissivel para escape do sistema
imunologico (HSIAO et al., 2002; HSIAO et al., 2004; HSIAO et al., 2008; LIU et al.,
2008). Essa sugestao é apoiada pela observacédo de que o CTVT raramente induz a
metastase do microambiente tumoral estabelecido, exceto em hospedeiros
imunossuprimidos e filhotes recém-nascidos (STRAKOVA; MURCHISON, 2015).

A progressado do CTVT é influenciada pelo sistema imune (COHEN, 1973;
YANG; JONES, 1973; DAS; DAS, 2000). O CTVT transplantado experimentalmente
apresenta uma fase de crescimento tumoral rapida, seguida por uma fase de
laténcia e regressao, que pode ser completa em pacientes adultos e saudaveis, e
estd associada a uma intensa infiltracdo linfocitaria local (MIZUNO et al., 1989).
Estudos avaliaram alguns aspectos da resposta imune, como a participacdo dos
linfécitos T e B (MIZUNO et al., 1989; SILVEIRA et al., 2009), macrofagos e a
expressdo de MHC (PEREZ et al, 1998) em cdes experimentalmente
transplantados, entretanto, poucos estudos tém pesquisado a resposta imune local

em CTVTs de ocorréncia espontanea.
2.4 Tumor venéreo transmissivel canino (CTVT)

O tumor venéreo transmissivel canino (CTVT) € um cancer transmissivel que

propaga-se, naturalmente, entre os cdes pela transferéncia alogénica de células
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tumorais durante o coito ou por transplante de células tumorais viaveis. Estudos
genéticos indicam que o CTVT surgiu pela primeira vez como um cancer que
desenvolveu-se pela transformacédo de células somaticas, em um unico cao que
viveu ha 11.000 anos e, posteriormente, sofreu adaptacbes para tornar-se
transmissivel entre os hospedeiros e para conseguir sobreviver como um enxerto
alogénico (MURGIA et al., 2006; REBBECK et al., 2009; MURCHISON et al., 2014).

Disseminou-se mundialmente nos ultimos 500 anos e, atualmente, é
considerado uma doenca infecciosa para os cdes. O CTVT surgiu, provavelmente, a
partir de uma célula somatica, possivelmente de macréfagos ou células dendriticas
do animal de origem, por meio de processos evolutivos que sdo comuns entre todos
os canceres (MOZOS et al., 1996; MARCHAL et al., 1997). No ciclo de transmissao
do CTVT, uma marca genética foi identificada com a descoberta de que
aproximadamente 40% de todas as mutacdes no CTVT foram ocasionadas por
exposicao a luz ultravioleta do sol (MURCHISON et al.,, 2014). Trata-se da mais
antiga linhagem tumoral conhecida na natureza e, ao invés de morrer junto com o
seu hospedeiro original, as células desse cancer continuam vivas sendo transmitidas
entre caes nos dias atuais (STRAKOVA; MURCHISON, 2015).

Altamente prevalente em muitas partes do mundo, sendo considerado
endémico em, pelo menos, 90 paises de todos os continentes, sua disseminacao é
associada a presenca de cées errantes. Estima-se que o CTVT apresente uma
prevaléncia entre um e dez por cento na maior parte dos paises da América do Sul e
América Central, bem como em parte da Africa e Asia. No Brasil, a prevaléncia
estimada esta entre um e trés por cento (STRAKOVA; MURCHISON, 2014).
Contudo, alguns paises como Canada, Republica Tcheca, Finlandia, Holanda, Nova
Zelandia, Suécia, Suica e Reino Unido apresentam-se livres de CTVT. Nesses
paises ha somente relatos de casos importados de CTVT vindos de regides
endémicas (STRAKOVA; MURCHISON, 2014).

O CTVT é um cancer sexualmente transmissivel em que o contato fisico
duradouro e injurias na mucosa genital propiciam a transferéncia mecanica de
células cancerigenas entre individuos (COHEN, 1985). Acomete a espécie canina e

a doenca usualmente manifesta-se clinicamente pelo aparecimento de nodulos
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localizados na genitalia externa de machos e fémeas, muito embora localizacdes
extragenitais ndo sejam incomuns (BRANDAO et al., 2002; GANGULY; DAS; DAS,
2013), muitas vezes ocorrendo sem o0 envolvimento genital concomitante, o que
sugere a existéncia de outras vias de transmissdo, como lambeduras, farejamento
ou via parto (GINEL et al., 1995; PEREZ et al., 1998).

Metastases do tumor ja foram descritas, entretanto o acometimento de locais
extracutaneos € raro, afetando, principalmente filhotes e pacientes
imunossuprimidos (BRANDAO et al., 2002; MUKARATIRWA; GRUYS, 2003; SILVA
et al., 2007; TINUCCI-COSTA, 2008).

A quimioterapia é considerada o tratamento mais efetivo, e podem ser
utilizados diversos quimioterapicos, tais como o sulfato de vincristina, vimblastina,
doxorrubicina e ciclofosfamida. Entretanto, o sulfato de vincristina, como agente
anico semanalmente € o protocolo padrdo, ainda que muitos animais apresentem
resisténcia a esse quimioterapico (LORIMIER; FAN, 2007; VALADAO; SCARPELLI;
METZE, 2010; FONSECA et al., 2012).

O desenvolvimento de um cancer € geralmente caracterizado por sucessivas
ondas de crescimento clonal, impulsionado pela aquisicdo de mutacfes condutoras
(STRATTON; CAMPBELL; FUTREAL, 2009). Os processos moleculares promovidos
por mutacdes condutoras podem esclarecer as vias bioldgicos subjacentes ao
cancer, tais como autonomia proliferativa, resisténcia a morte celular e instabilidade
gendmica (HANAHAN; WEINBERG, 2011). O CTVT compartilha uma série de
supostas mutacdes genéticas condutoras com alguns canceres em seres humanos,
algumas das quais possivelmente ocorreram no tumor original e incluem rearranjo
envolvendo gene c-myc (KATZIR et al.,, 1985), delecdo homozigética do loco
CDKN2A (NOBORI et al., 1994), perda de homozigose de SETD2 e um rearranjo
envolvendo ERG com fuséo génica NEK1-ERG (MURCHISON et al., 2014).

Elementos de transposicdo sdo sequéncias de DNA que podem se mover no
genoma e sao considerados a principal fonte de mutacfes espontaneas, perfazendo
aproximadamente 40% do genoma humano (GARCIA-PEREZ et al., 2007). No

CTVT, o rearranjo do proto-oncogene c-myc, resultante da insercdo do segmento de
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DNA conhecido como LINE-1 (elemento nuclear transponivel) no primeiro exon do
gene c-myc, o qual ndo foi identificado em qualquer outro tecido canino, é
considerado especifico para o CTVT (KATZIR et al., 1985; KATZIR et al., 1987; CHU
et al., 2001; CHOI; KIM, 2002; LIAO et al., 2003; VONHOLDT; OSTRANDER, 2006).

Estudos adicionais descreveram a presenca do rearranjo especifico LINE-1/c-
myc em CTVTs de diferentes paises (AMARIGLIO et al., 1991; MURGIA et al., 2006;
FONSECA et al.,, 2012), fornecendo mais evidéncias da origem clonal desta
neoplasia e também sendo considerado marcador do diagnostico molecular do
CTVT. Essa especificidade do rearranjo LINE-1/c-myc em células de CTVT poderia
explicar a manutencdo e a propagacao do material genético entre hospedeiros em
diferentes paises por muitos anos (BROOKS et al., 2003; MURGIA et al., 2006;
VONHOLDT; OSTRANDER, 2006; VASQUEZ-MOTA et al., 2008).

O inibidor da quinase 2A dependente de ciclina (CDKN2A) € um gene
supressor de tumores, que esta envolvido na regulacéo do ciclo celular e as células
incapazes de produzir esse inibidor podem estar propensas a transformacao
neoplasica (NOBORI et al.,, 1994). Uma das mutacdes sofridas pelos CTVTs,
também compartilhada por canceres em seres humanos, foi a delecdo homozigotica
do loco CDKN2A, encontrando-se ausente em todas as ceélulas do CTVT
(MURCHISON et al., 2014; STRAKOVA; MURCHISON, 2015).

2.5 Antigenos tumorais

Estudos moleculares revelaram que antigenos associados a tumores (TAAS)
sdo consequéncia de alteracdes genéticas e epigenéticas em células cancerigenas
ou produtos de genes que codificam proteinas virais (PARDOLL, 2003;
SCHREIBER; OLD; SMYTH, 2011). A razao para respostas humorais espontaneas
em pacientes com cancer ndo € conhecida, mas deve incluir abundancia de
antigeno ou a sua imunogenicidade na “configuracdo maligna” (VESELY et al.,
2011).

Estudos protebmicos e imunolégicos revelaram centenas de diferentes
antigenos oriundos de diversos tumores humanos (NOVELLINO; CASTELLI,
PARMIANI, 2005; REUSCHENBACH; VON KNEBEL DOEBERITZ; WENTZENSEN,
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2009). Inicialmente, os antigenos tumorais foram classificados como antigenos
tumores-especificos (TSAs), incluindo aqueles expressos apenas por células
tumorais, e antigenos associados a tumores (TAAs), incluindo os homodlogos
mutados de proteinas expressas em células normais. A classificacdo atual inclui
apenas TAAs, o0s quais sao divididos em TAAs compartilhados e Unicos
(REUSCHENBACH; VON KNEBEL DOEBERITZ; WENTZENSEN, 2009)

Reuschenbach, Von Knebel Doeberitz e Wentzensen (2009) realizaram uma
sisteméatica revisdo de literatura de TAAs indutores de resposta humoral em
pacientes humanos com céncer e foram identificados mais de cem antigenos. A
maioria destes antigenos foi relacionada com proteinas superexpressas ou mutadas.
A maior parte desses antigenos (42%) representou proteinas citoplasmaticas, 26%
foram expressas predominantemente no nucleo (fatores de transcri¢cao, reguladores
do ciclo celular), 21% foram proteinas de membranas (receptores, proteinas de
adeséao celular) e 10% proteinas extracelulares (proteinas da matriz extracelular,
proteinas secretadas). Os antigenos mais frequentemente analisados foram o p53,
MUC1, NY-ESO-1, c-myc, survivina, p62, ciclina B1 e HER-2/neu. Anticorpos contra
esses antigenos foram frequentemente detectados em pacientes humanos com
cancer, entretanto, para a maioria dos antigenos estudados, anticorpos raramente
foram encontradas em individuos saudaveis. Os tumores mais frequentemente

analisados foram tumores de mama, colorretal, pulméo e figado.

Anteriormente, uma analise semelhante, que listou todos os TAAs
reconhecidos pelas células T (CD8+ ou CD4+) havia sido realizada por Novellino,
Castelli e Parmiani (2005). Nesse estudo, estes antigenos foram classificados em
quatro grupos diferentes. Aqueles melhores caracterizados foram os antigenos
compartilhados, chamados de antigenos cancer-testiculo (CT) por causa de sua
expressdo em diferentes tumores humanos e, entre tecidos normais, em
espermatoécitos e, ocasionalmente, placenta. Antigenos CT sao resultantes da
reativacao de genes que estéo silenciados em tecidos normais, e incluem a familia
de genes MAGE, BAGE GAGE. O segundo grupo compreende antigenos de
diferenciacéo, compartilhados entre tumores e tecido normal, no qual o tumor surgiu.

Estes TAAs sdo encontrados, principalmente, em melanomas e em melandcitos
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normais e estdo normalmente envolvidos na biossintese de melanina. O terceiro
grupo apresenta ampla ocorréncia e superexpressdo de TAAs. Esses antigenos
estdo presentes em diferentes tipos histolégicos de tumores, bem como em muitos
tecidos normais, geralmente com baixo nivel de expressdo. E possivel que estes
antigenos super expressos desencadeiem uma resposta anti-cancer por quebrar a
tolerancia estabelecida anteriormente. Dentre esses TAAs estdo as proteinas
antiapoptoticas livina e survivina, hTERT e a proteina supressora de tumores p53. O
altimo grupo inclui as TAAs exclusivas, que surgem a partir de mutacdes pontuais de
genes normais, tais como [-catenina, caspase-8 e CDK-4, o0s quais sao
considerados os alvos mais especificos para imunoterapia em canceres em seres

humanos.

No CTVT, uma das caracteristicas mais marcantes é a sua habilidade de se
evadir da rejeicdo imunologica, como um enxerto alogénico. Décadas de pesquisas
tém conduzido a algum conhecimento de como o CTVT se evade da destruicdo pelo
sistema imune do hospedeiro. Em primeiro lugar, a apresentacdo direta de
peptideos alogénicos e MHC aos receptores de células T parece ser evitada pela
sub-regulacdo de proteinas do MHC (MURCHISON, 2009). Isso parece ser
acompanhado pela producdo e secrec¢ao de citocinas, incluindo TGF beta, o qual
poderia impedir o reconhecimento pelas células NK, as quais seriam normalmente
ativadas pela auséncia de MHC (HSIAO et al., 2004).

Além disso, o CTVT produz substancias que inibem a diferenciacdo de células
dendriticas e que séo, especificamente, citotoxicas para as células dendriticas e
células B (LIAO et al., 2003; LIU et al., 2008). No entanto, anticorpos direcionados
contra os antigenos tumorais do CTVT podem ser prontamente detectados no soro
de animais com CTVT (POWERS, 1968; COHEN, 1973; EPSTEIN; BENNETT,
1974). Estes anticorpos ja foram identificados circulando como antigenos tumorais
soluveis, assim como o revestimento da superficie de células tumorais do CTVT in
vivo (COHEN, 1973; EPSTEIN; BENNETT, 1974; PALKER; YANG, 1985).

Os anticorpos anti-CTVT parecem proporcionar alguma protecdo para o
hospedeiro, podendo também bloquear a imunidade contra o cancer, embora o

mecanismo pelo qual isso ocorra permanece pouco compreendido (BENNETT et al.,
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1975; HESS et al., 1975; BESCHORNER et al., 1979).

De acordo com Tinucci-Costa (1994), ao estudar fator de transferéncia
dializavel e RNA imune na imunoterapia de caes portadores de CTVT de ocorréncia
espontanea, houve deteccdo de antigenos candidatos do CTVT apresentando
intervalo de peso molecular aproximado entre 30kDa e 45kDa, entretanto nao foi

realizado o sequenciamento proteico para obtencéo da identidade desses antigenos.

Apesar da importancia dos anticorpos em controlar o curso do CTVT, 0s seus
alvos, ou seja, 0s antigenos tumorais, ainda ndo foram identificados. Além disso, 0s
estudos sobre os antigenos tumorais do CTVT foram realizados em céaes
transplantados experimentalmente e ndo em casos de ocorréncia natural, o que
pode-se traduzir em diferentes respostas, tendo em vista 0 comportamento bioldgico
do tumor natural e o transplantado (CHEN; MELLMAN, 2013).

A resposta imune do cancer tem sido reconhecida ha mais de cem anos e ha
inUmeras pesquisas que buscam elucidar as interacdes celulares e moleculares
entre o tumor e o sistema imune do hospedeiro. A complexidade dessas interacdes
€ tdo vasta, que ainda ndo ha um consenso sobre os principios que explicam por
gue os tumores se evadem e se desenvolvem, apesar da estrita e continua vigilancia
do sistema imunoldgico.

O estudo do MHC no CTVT ¢é relevante pelo fato de que o CTVT é capaz de
persistir como um enxerto alogénico em caes, sem rejeicdo. E, embora o CTVT seja
uma linhagem clonal de células cancerigenas, pode se apresentar em diferentes
graus de agressividade e invasividade em hospedeiros caninos. Dessa forma,
pergunta-se: Como o CTVT escapa da vigilancia imunologica do hospedeiro e
consegue persistir como um enxerto? O MHC desempenha um papel fundamental
no reconhecimento e na rejeicdo de enxertos e, como o CTVT escapa dessa
captura, os resultados da expresséo génica, proteica e caracterizacdo genotipica do
MHC-II dos tumores e de seus hospedeiros podem auxiliar no entendimento da
persisténcia dessa neoplasia.

Espera-se que as células do CTVT nao expressem MHC-Il e a positividade
detectada em muitas amostras tumorais possa, na verdade, ser atribuida a

infiltracdo de células do hospedeiro no sitio do tumor. Este paradigma estimulou o
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desenvolvimento do estudo em tela. Adicionalmente, objetiva-se avaliar a resposta
imune local caracterizando células inflamatérias infiltradas em CTVTs de ocorréncia

natural em dois diferentes momentos.

3 OBJETIVOS

3.1 Objetivo geral

Avaliar a expressao génica, proteica e caracterizacdo genotipica do loco
DLADQA-1 (MHC-II), e a resposta imune local, por meio da investigacdo da
infiltracdo inflamatoria (linfocitos T, linfécitos B e macrofagos) em tumores venéreos
transmissiveis de ocorréncia espontdnea em céaes, correlacionando-os com o0s
momentos pré e trés semanas ap0s 0 inicio do tratamento quimioterapico.
Adicionalmente, detectar a interacdo entre anticorpos séricos e antigenos tumorais

especificos do CTVTs.

3.2 Objetivos especificos

» Verificar a expresséo génica de DLADQA-1 em CTVTs de ocorréncia natural nos
momentos pré e trés semanas apos o inicio da quimioterapia,

» Verificar a presenca e origem (tumoral ou de células do hospedeiro) de MHC-II
nas amostras de CTVT;

* Avaliar a amplificacdo de DLADQA-1 tumor alelo especifico e DLADQA-1 néo
alelo especifico em gDNA de amostras tumorais, a fim de estimar a quantidade
de contaminacao por células do hospedeiro nas amostras tumorais;

» Avaliar se ha predisposicdo genotipica no hospedeiro para o desenvolvimento
dessa neoplasia, quando comparado aos animais controle;

» Verificar a resposta imune local pela avaliacdo de células inflamatérias em
CTVTs e compara-la em dois diferentes momentos;

» Verificar se anticorpos de animais portadores de CTVT identificam antigenos

especificos em amostras tumorais e, ainda, se esses anticorpos sao capazes de
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identificar esses mesmos antigenos em tumores de cédes do Brasil e de
diferentes regides do mundo antes e ap0s a quimioterapia.

* Investigar a identidade desses antigenos tumorais por sequenciamento proteico.

4 MATERIAL E METODOS

4.1 Selecao dos animais

Foram incluidos neste estudo 20 cées (Tabela 2) com TVT de ocorréncia
natural de diferentes racas, idades, machos ou fémeas, atendidos no Hospital
Veterinario “Dr. Halim Atique” do Centro Universitario de Rio Preto (UNIRP) - S&o
José do Rio Preto/S&o Paulo/Brasil, segundo as coordenadas geograficas: latitude
20° 49’ 13” Sul e longitude 49° 22’ 47" Oeste.

ApOs suspeita clinica de CTVT pelo exame fisico, o critério para diagnéstico foi
0 exame citologico para triagem diagndstica, e entdo procedeu-se 0 exame
histopatoldgico, com amostras tumorais coletadas por biopsia incisional. A deteccéao
do rearranjo LINE-1/c-myc, considerado o diagnostico molecular desta neoplasia,

também foi realizado como exame adicional para confirmacé&o do diagndstico.

Além da anamnese, para aquisicdo de informacfes detalhadas a respeito dos
animais incluidos neste estudo, os proprietarios responderam um questionario
(Apéndice A), contendo perguntas sobre dados epidemioldgicos e reprodutivos, além
do endereco e telefones de contato para facilitar o acompanhamento durante o
tratamento. O tratamento quimioterapico foi realizado em 18 dos 20 animais

incluidos neste estudo.

Os proprietarios foram orientados sobre todos os procedimentos e assinaram
um termo de livre consentimento facultando-lhes a opcdo de aceitar ou nao
participar do estudo. O protocolo experimental deste estudo foi submetido e
aprovado (Protocolo n°® 024674/12) pela Comissdo de Etica no Uso de Animais
(CEUA), o6rgdo assessor da Congregacao da Faculdade de Ciéncias Agrarias e

Veterinarias, UNESP, Campus de Jaboticabal.
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4.2 Coleta e armazenamento das amostras

ApoOs triagem diagnostica por meio do exame fisico e através da citologia
aspirativa por agulha fina ou imprint, procedeu-se a coleta das amostras tumorais.
As amostras de CTVT foram colhidas no momento do diagndstico, antes do inicio do
tratamento quimioterapico (Momento 1 - M1), em 20 pacientes e, em 45% dos casos
(9/20), as amostras também foram colhidas trés semanas ap0s o inicio da
quimioterapia (Momento 2 - M2), ou seja, durante a fase de regressédo, entretanto,
antes da regressao total do tumor. Amostras de sangue com anticoagulante (EDTA)
foram colhidas de 17 (17/20) pacientes, além da amostra do tumor. As amostras de
soro, obtidas através da coleta de sangue sem anticoagulante, foram colhidas de 8
pacientes, sendo que de 4 (4/8) colhidas antes do tratamento quimioterapico, de 3
(3/8) apd6s o tratamento quimioterapico completo e de 1 (1/8) antes e apds o

tratamento quimioterapico completo (Tabela 2 e Figura 1).
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Tabela 2. Dados clinicos e amostras coletadas dos pacientes portadores de CTVT
incluidos no presente estudo.

Animais Ano Raca Sexo Idade Localizacdo dotumor Amostras Momento Momento coleta

coleta (anos) coletadas coleta (soro)
(CTVT)
1(756) 2011 PitBull F 2 Vagina SGIT M1 L
2(757) 2011 SRD F 10 Vagina SGIT M1 L
3(758) 2012 SRD M 4 Pénis SGIT M1 -
4(759) 2012 SRD F 5 Vagina SGIT M1 L
5(760) 2012 SRD F 3 Vagina T M1 L
6(761) 2012 SRD F 5 Vagina SG/IT MleM2 L
7(762) 2012 SRD M 4 Pénis T M1 L
8(763) 2012 SRD F 5 Vagina SGIT M1 L
9(764) 2012 Shih F 4 Vagina SGIT M1 L
Tzu
10 (765) 2012 Border F 4 Vulva/Vagina SG/IT MleM2 -
Collie
11 (766) 2012 Shih F 7 Vagina SG/IT MleM2 L
Tzu

12 (767) 2012 SRD M 3 Pénis T M1 L
13(768) 2012 SRD F 6 Vagina SGITIS MleM2 Pés trat
14 (769) 2012 SRD F 4 Vulva/Vagina SGITIS M1 Pré trat
15(770) 2012 SRD M 3 Pénis SGITIS Mle M2 Pré trat
16 (771) 2012 Poodle F 4 Vagina SG/T/S M1 Pré trat
17 (772) 2013 SRD M 5 Pénis SGI/T/IS MleM2 PréePostrat
18 (773) 2013 SRD F 5 Vagina SGITIS MleM2 Pré trat
19 (774) 2013 SRD M 4 Cavidade nasal SG/T/IS Mle M2 Pos trat
20 (775) 2013 Border M 3  Penis/Prepucio/Palpebra SG/T/S M1e M2 Pos trat

Collie

SRD: sem raga definida; F: fémea; M: macho; SG: sangue; T: tumor; S: soro; M1: momento 1; M2:
momento 2; Pré trat: antes do tratamento quimioterapico; Pés trat: apos o tratamento quimioterapico
completo.

A quimioterapia foi realizada pela administracado de sulfato de vincristina (0,5
mg/m? por via intravenosa) semanalmente, por quatro a seis semanas, em média,
em 18 dos 20 animais incluidos neste estudo. Os animais foram avaliados, por meio
de exame clinico e laboratorial (hemograma e bioquimicos), antes do tratamento e
semanalmente, previamente a reaplicacdo do quimioterapico e para

acompanhamento da resposta a quimioterapia.
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Previamente as coletas das amostras tumorais por biopsia incisional com a
utilizacdo de bisturi, os animais foram anestesiados utilizando-se de morfina (0,3
mg/Kg por via intramuscular) como medicacdo pré anestésica, e diazepam (0,5
mg/Kg por via intravenosa), seguida pela administracdo de propofol (4 mg/Kg por via
intravenosa) para inducdo anestésica. Doses subsequentes de propofol foram feitas,
quando necessario, para manutencdo da anestesia. O procedimento cirdrgico foi
realizado no centro cirdrgico do Hospital Veterinario “Dr Halim Atique” — UNIRP com

utilizacado de materiais estéreis.

Amostras tumorais (Uum ou mais fragmentos de 1cm®) (Quadro 1) e as amostras
de soro, destinadas as técnicas moleculares e Western Blotting, respectivamente,
foram acondicionadas em criotubos estéreis, livies de RNAse e DNAse, e mantidas,
imediatamente apO0s a coleta, em nitrogénio liquido (-196°C) até o momento do
processamento. Parte das amostras tumorais (fragmentos menores de 0,5 cm®) foi
acondicionada, imediatamente apds a coleta, em frascos contendo 2,0 mL de
solucéo de RNA later - RNAlater Stabilization Solution - Life Technologies (Carlsbad,
California, USA) e, em seguida, congelada em nitrogénio liquido (-196°C) (Quadro
1). As amostras de sangue com anticoagulante (EDTA) dos cées hospedeiros
destinadas a técnica de PCR convencional e sequenciamento foram coletadas,
adequadamente homogeneizadas e armazenadas em solucdo de RNA later na
proporcdo de 1:3 (0,5 mL de sangue total:1,5 mL de solucdo de RNA later) e,

posteriormente, mantidas sob refrigeracéo entre 2 e 6°C (Figura 1 e Apéndice B).

Fragmentos tumorais e tecido controle também foram armazenados em
solucdo de formol a 10% tamponada durante 24-48 horas e, em seguida,
transferidos para frascos contendo alcool 70% para posterior processamento para

analise histopatoldgica e imuno-histoquimica (Figura 1 e Apéndice B).
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Quadro 1. Descricdo da forma de armazenamento das amostras tumorais

Forma de armazenamento Numero das amostras

Amostras de tumores congeladas (-196°C) | 756TF, 757TF, 758TF, 759TF, 760TF, 761T1F,
761T2F, 762TF, 763TF, 764TF, 765T1F, 766T1F,
767TF, 775T3F

Amostras de tumores com RNA later 765T2, 766T2, 768T1, 768T2, 769T, 770T1,
congeladas (-196°C) 770T2, 7717, 772T1, 772T2, 773T1, 773T2,
774T1, 774T2, 775T1, 775T2, 775T4

4.3 Amostras controle

Amostras controle foram coletadas de mucosa genital de cinco cées higidos de
Sao José do Rio Preto/Sao Paulo/Brasil (latitude 20° 49’ 13” Sul e longitude 49° 22’
47" Oeste), sem prévio contato com o CTVT, seguindo o mesmo protocolo de coleta
e anestesia, descritos anteriormente. Além dessas amostras, foram colhidas
amostras de sangue total acrescidas de anticoagulante (EDTA) de outros 15 animais
e soro de 13 animais saudaveis oriundos de S&o José do Rio Preto/S&o Paulo/Brasil
(Figura 1 e Apéndice B), e de mais trés animais provenientes de Cambridge/Reino
Unido (latitude 52° 12’ 0” Norte e longitude 0° 7’ 0” Leste). As amostras de sangue
com anticoagulante (EDTA) foram acondicionadas em frascos contendo solucéao de
RNA later (RNAlater Stabilization Solution - Life Technologies) em propor¢céo de 1:3
(ImL de solucdo de RNA later:2,5 mL de sangue total) e, em seguida, mantidas sob

refrigeracao entre 2 e 8°C.
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Arquivo pessoal
Amostras controle |
13 animais

Figura 1. Esquema ilustrativo das amostras coletadas e armazenadas dos
animais portadores de CTVT e amostras controle.

4.4 Transporte das amostras

As amostras coletadas, tanto dos animais portadores de CTVT como dos
animais controle incluidos neste estudo, foram transportadas congeladas em gelo
seco por empresa especializada, até o Departamento de Medicina Veterinaria —
University of Cambridge (Cambridge, Reino Unido). Todos os procedimentos foram

realizados na mesma instituicdo sob orientacédo da Dra. Elizabeth Proby Murchison.
4.5 Extracdo de DNA e RNA
4.5.1 Extracdo de DNA das amostras teciduais e de sangue

O DNA gendmico (gDNA) das amostras tumorais e das amostras de tecido
controle, armazenadas em RNA later e congeladas ou somente congeladas, além
das amostras de gDNA do sangue dos hospedeiros e animais controle foi extraido

utilizando o kit DNeasy Blood &Tissue - QIAGEN (Hilden, Germany), de acordo com
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as recomendac0des do fabricante.
4.5.2 Extracdo de RNA das amostras tumorais

A extracdo de RNA das amostras tumorais, conservadas em RNAlater ou
congeladas, foi realizada com auxilio do kit RNeasy Mini Kit — QIAGEN (Hilden,

Germany), de acordo com as instrucdes do fabricante.

4.6 Amplificacéo total do genoma (WGA)

O gDNA original obtido a partir das amostras de tumor e sangue dos
hospedeiros e animais controle foi amplificado por meio do kit Whole Genome
Amplification — WGA - GE Healthcare, GenomePhi V2 DNA amplification kit
(Chalfont St. Giles, UK) e o procedimento foi realizado de acordo com as

recomendacdes do fabricante.

4.7 Mensuracado da concentracdo de DNA e RNA

O aparelho NanoDrop™ ND-8000 - Thermo Scientific (Boston, Massachusetts,
EUA) foi utilizado para determinar a concentracao e a pureza das amostras de DNA
e RNA extraidas. A quantificacdo de DNA e RNA nas amostras também foi
mensurada por fluorometria através do Qubit - Fluorometer. Qubit® 2.0. Invitrogen
(Paisley, Scotland, UK). Para quantificar o RNA obtido das amostras tumorais, foi
utilizado o Qubit® RNA HS Assay Kit - Life Technologies (Carlsbad, California, USA)
e para quantificacdo do DNA foi utilizado o Qubit® dsDNA HS Assay Kit - Life
Technologies (Carlsbad, California, USA), de acordo com as orientacbes do

fabricante.

A integridade do RNA foi avaliada pelo equipamento BioAnalyzer kit para RNA
6000 Nano Series - Agilent (Santa Clara, California, EUA).

4.8 Transcricao reversa
Para eliminacdo de qualquer contaminacdo com gDNA, o RNA total extraido

foi tratado com DNAse - DNase |, Amplification Grade - Invitrogen (Paisley,
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Scotland, UK), procedimento conduzido utilizando 5uL de mRNA (200ng/uL), 1uL de
tampéao de reacdo 10X DNAse I, 1uL DNAse | (1U/uL) e 3puL de agua destilada. A
solucéao foi incubada durante 15 minutos a 22°C e em seguida, a DNAse foi inativada

pela adicdo de 1uL de EDTA 25 mM e posterior incubacao a 65°C por dez minutos.

A transcricdo reversa do RNA para o DNA complementar (cDNA) foi realizada
utilizando-se a enzima SuperScript [II™ Reverse Transcriptase — Invitrogen (Paisley,
Scotland, UK). Todo o material e reagentes utilizados durante a transcricao reversa
eram livres de RNAse e a bancada, luvas e pipetas foram tratadas com a solucéo de

descontaminacdo RNaseZap™ - Sigma (St Louis, Missouri, EUA).

Para este protocolo, utilizou-se 1ug de RNA total (tratado com DNase), 1uL de
random primers (250ng/ul), 1 pL de dNTP mix 10 mM e agua destilada até completar
12uL. A solucdo foi incubada a 65°C por 5 minutos, para romper a estrutura
secundaria do RNA e permitir a ligacdo dos oligonucleotideos a sequéncia alvo
complementar, e em seguida, rapidamente esfriada em gelo. Em seguida, foram
adicionados 4 pL de tampéao de transcri¢cdo 5x, 1 uL de DTT 0,1M e, por fim, 1 uL da
enzima Super-script 1l (200U/uL) no caso das amostras transcriptase reversa
positivas (RT+) e, ao invés da enzima, 1uL de agua destilada nas amostras controle
negativo (RT-). Em seguida, as amostras foram incubadas a 25°C durante 5 minutos
e, entdo a 50°C por 60 minutos. Por fim, a enzima foi inativada a 70°C durante
quinze minutos. Posteriormente 5 pL de cDNA foi entdo amplificado utilizando-se a
PCR convencional para o gene da beta actina para comprovacéo de resultado. Ao
final da transcricdo, o cDNA foi mantido em freezer a -80°C até a realizacdo das

técnicas propostas.

4.9 PCR em tempo real quantitativa (QPCR)

A técnica de PCR em tempo real quantitativa (QPCR) foi realizada para
deteccao do rearranjo LINE-1/c-myc e deteccdo do gene CDKN2A com amostras de
gDNA obtidas a partir de tecidos tumorais e também de sangue dos animais
hospedeiros. Além disso, esta técnica foi utilizada também para amplificacdo de
DLADQA-1, com amostras de gDNA, e expressdo génica de DLADQA-1, com

amostras de cDNA obtidas dos tumores (Apéndice B).
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4.9.1 Rearranjo LINE-1/c-myc

O diagnéstico do CTVT foi baseado também na presenca do rearranjo LINE-
1/c-myc especifico do CTVT (Figura 2A) (KATZIR et al., 1985; KATZIR et al., 1987;
MURGIA et al., 2006; REBBECK et al., 2009). Este procedimento foi realizado com
amostras de gDNA extraidas de CTVT antes do tratamento (M1) e também com
aquelas coletadas trés semanas ap0s o0 inicio do tratamento (M2). O mesmo
procedimento também foi realizado com amostras de gDNA extraidas do sangue de
seus hospedeiros. Utilizou-se a técnica de qPCR com Syber Green Mix - Life
Technologies (Carlsbad, California, USA) (Apéndice C). Os oligonucleotideos
utilizados para a amplificacdo do rearranjo LINE-1/c-myc estdo apresentados na
Tabela 3 e as condi¢cbes de reacéo utilizados para tal procedimento no Apéndice C.
O método foi adaptado para utilizacdo de 32 amostras a serem testadas em triplicata

em placas de 384 pocos a0 mesmo tempo.

4.9.2 Deteccédo de CDKN2A

Devido a delecdo homozigotica do gene CDKN2A em amostras de CTVT
(MURCHISON et al., 2014) (Figura 2B), mas presente em duas copias no tecido
hospedeiro, niveis detectaveis de CDKN2A podem ser atribuidos a presenca de
células hospedeiras nas amostras tumorais. Assim, a técnica de gPCR foi realizada
para estimar o nivel de contaminacdo das amostras de CTVT com as células do
hospedeiro em ambas as fases M1 e M2.

CDKN2A é um gene supressor de tumores envolvidos na regulacdo do ciclo
celular (NOBORI et al., 1994). Os oligonucleotideos iniciadores que foram utilizados
para a amplificacdo de CDKN2A estdo apresentados na Tabela 3 e as condi¢cfes de
gPCR foram as mesmas utlizadas para obtencdo do diagnéstico molecular do CTVT
(Apéndice C).
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Figura 2. llustracdo esquematica do rearranjo LINE-1/c-myc (2A) e da delecéo
homozigotica do CDKN2A (2B) no CTVT.

Tabela 3. Sequéncia de oligonucleotideos iniciadores utilizados na qPCR para
LINE-1/c-myc e CDKN2A.

Oligonucleotideos

Gene alvo Forward Reverse
L|NE-1/C-myc* 5-AGGGTTTCCCATCCTTTAACATT-3" 5-AGATAAGAAGCTTTTGCACAGCAA-3
CDKN2A 5-CGGCCTTTGGAAGATTTTGTTTGGCTTGA-3’ 5-CTTCCACCCCTAGAAACCTCCTTCT-3'
Beta Actina 5-CTCCATCATGAAGTGTGACGTTG-3' 5-CGATGATCTTGATCTTCATTGTGC-3’

* Adaptado de Rebbeck (2007)

4.9.3 Amplificacéo e expressao do gene DLADQA-1 (MHC-II)

Para realizar a amplificacdo de gDNA e expressdo génica de DLADQA-1
(cDNA), em M1 e em M2, foram utilizados trés pares de oligonucleotideos: 1) Beta
actina para normalizacdo (controle), 2) DLADQA-1 tumor alelo-especifico, os quais
alinham-se especificamente ao alelo tumoral e ndo ao alelo do hospedeiro (Figura
3A), e assim amplificam somente o gDNA tumoral, e 3) DLADQA-1 nédo alelo
especifico que alinham-se com ambos alelos (tumoral e hospedeiro) (Figura 3B), ou
seja, amplificam gDNA do tumor e também das células hospedeiras.

A técnica de qPCR com amostras de gDNA foi realizada para estimar a

proporcao de gDNA tumoral e de gDNA do hospedeiro presente na amostra testada
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e, assim, associado aos resultados da expresséo génica, determinou-se com maior
precisao se a expressao génica apresentada foi proveniente das células tumorais ou

hospedeiras.

»> <«
A Hospedeiro B Hospedeiro

Figura 3. llustragcdo esquematica do alinhamento dos oligonucleotideos. (A)
Oligonucleotideos iniciadores tumor alelo-especificos (setas cor roxa) ligam-se a
regido de DLADQA-1 no exon 2 que inclui uma variante especifica do tumor, ou seja,
esses olinogucleotideos alinham-se especificamente ao alelo tumoral e ndo ao alelo
do hospedeiro. (B) Oligonucleotideos iniciadores nao alelo especificos (setas cor
vermelha) ligam-se a regido de DLADQA-1 no exon 2 que nao inclui qualquer
variante, ou seja, esses oligonucleotideos alinham-se com ambos alelo tumoral e
alelo do hospedeiro.

As condicdes de gPCR estéo descritas no Apéndice C e os oligonucleotideos
utiizados para a amplificacdo e expressdo génica de DLADQA-1 estao
apresentados na Tabela 4.

A técnica de qPCR com as amostras de cDNA foi realizada com 3 controles:
cDNA do tumor transcriptase reversa negativa (RT-); gDNA de amostras de sangue
do hospedeiro e gDNA do tumor. O controle RT- demonstrou que havia muito pouco
ou nenhum gDNA nas amostras de cDNA antes da qPCR. A utilizacdo de amostras
do gDNA do hospedeiro mostrou a eficiéncia do oligonucleotideo tumor alelo-
especifico, o qual ndo amplificou o DLADQA-1 do hospedeiro. Ja a utilizacdo de
amostras de gDNA tumoral proporcionou uma base para verificar a presenca dos

alelos de DLADQA-1 no tumor e no hospedeiro.

Tabela 4. Sequéncia de oligonucleotideos iniciadores utilizados na qPCR para
DLADQA-1 exon 2

Oligonucleotideos

Gene alvo Forward Reverse
DLADQA-1 tumor* 5-GAATTTGATGGCGATGAGTT-3’ 5-TCAGGATGTTCAAGTTTTGTTTTAT-3’
alelo especifico
DLADQA-1 néo alelo 5-ACTACGGCATAAATGTCTACCAGTC-3 5-CAAGTTTCTCAGTGCACCCTGT-3
especifico
Beta Actina 5-CTCCATCATGAAGTGTGACGTTG-3’ 5-CGATGATCTTGATCTTCATTGTGC-3’

* Adaptados de Murgia et al. (2006).
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4.9.4 Analise dos resultados

Todas as reacfes de qPCR foram processadas no instrumento 7900HT Fast
Real-Time PCR System (Applied Biosystems) em placas de 384 pocos. O software
(Sequence detection system v2.3) foi utilizado para as analises das reacdes pos
amplificacdo. Cada amostra foi ensaiada em triplicata para cada conjunto de
oligonucleotideos utilizado. A quantificacdo foi fornecida pelo software ao fim da
reacao, utilizando o Cq e a baseline automaticos. Os niveis transcricionais do alvo
foram obtidos em relacdo ao gene de referéncia (beta actina), de acordo com o
Método de Curva Padréo Relativo - Guide to performing relative quantitation of gene
expression using real-time quantitative PCR - Applied Biosystems (Carlsbad,
California, USA). A eficiéncia dos oligonocleotideos iniciadores foi verificada em uma
reacao de PCR convencional antes do seu uso na qPCR.

A curva padrao (Apéndice D — Figura 1D, 2D e 3D), baseada em diluicdes de
gDNA em série, foi construida atraves da representacéo grafica do valor Cq para os
trés conjuntos de oligonucleotideos utilizando concentracdes conhecidas de uma
amostra padréo do laboratorio.

A curva de dissociacdo gerada ao fim de cada reacdo demonstrou que nao
houve amplificacdes inespecificas, formacdo de oligonocleotideos iniciadores ou
contaminacdo das amostras. Conforme Figura 4, as curvas de dissociacao
apresentaram um pico Unico em uma Unica temperatura e o controle negativo da

reacao, conforme esperado, ndo amplificou.
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Figura 4. Curvas de dissociacao por qPCR para os genes DLADQA-1 exon 2 néo
alelo-especifico (A) e DLADQA-1 exon 2 tumor alelo-especifico (B).

4.10 PCR convencional (cPCR) para o gene DLADQA-E2
A amplificacdo de DLADQA-E2 pela técnica de cPCR com amostras tumorais,

sangue do hospedeiro e dos animais controle, foi realizada com One Tag® DNA
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Polimerase - New England BioLabs (Hitchin, UK), de acordo com as instru¢cfes do
fabricante. As sequéncias dos oligonucleotideos iniciadores utilizados na técnica de
cPCR para amplificacdo de DLADQA-E2 estdo descritas na Tabela 5 As reacdes

foram realizadas em termociclador PTC-225™ (MJ Research) (Apéndice E).

Tabela 5. Sequéncia dos oligonucleotideos iniciadores utilizados na técnica
de cPCR para amplificacdo de DLADQA-E2

Gene alvo Oligonucleotideos Amplicon
DLADQA-E2 5-GATAGTGGAAAAGCAGAGCGTATTC-3' 750 pb
Forward
DLADQA-E2 5-TTGAGGGATTCAAGGAACATGGTAT-3’ 750 pb
Reverse

4.11 Eletroforese em gel de agarose

O gel de agarose a 1,5%, corado com brometo de etidio, foi utilizado para
deteccdo dos produtos amplificados. Para esta etapa foi utilizada solugdo tampéao
TBE 1X (100 mL TBE 10x Sigma - St Louis, Missouri, EUA + 900 mL agua destilada)
e a corrida eletroforética foi realizada a 80 volts em aproximadamente 20 a 40
minutos. Posteriormente, o gel foi visibilizado e fotografado sob transiluminagéo

ultravioleta no aparelho High Performance Ultraviolet Transilluminators — VWR.

4.12 Purificacdo dos produtos da cPCR

A purificacdo do produto obtido apds amplificacdo pela técnica de cPCR foi
realizada por meio do kit QIAquick PCR Purification kit QIAGEN (Hilden, Germany),
de acordo com as recomendacdes do fabricante. Em seguida, os amplicons foram
quantificados por espectrofotometria no aparelho NanoDrop™ ND-8000 (Thermo

Scientific) e, entdo, submetidas a técnica de sequenciamento por capilaridade.

4.13 Sequenciamento por capilaridade (Método Sanger)

Os amplicons purificados foram submetidos a reacédo de sequenciamento direto

por capilaridade do loco DLADQA-1 (exon 2) pelo Método Sanger (SANGER;
NICKLEN; COULSON, 1977) no Sanger Institute (Wellcome Trust Genome
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Campus), Hinxton/UK, através do Sanger Sequencing Service (Source BioScience).
As analises foram feitas no sequenciador automatico ABI 3730xI DNA Analyser.
Foram sequenciadas 17 amostras tumorais e de seus respectivos hospedeiros
(sangue), além de 20 amostras controle (sangue).

Apoés o sequenciamento dos produtos da cPCR, as sequéncias geradas foram
alinhadas, analisadas e comparadas com aquelas depositadas em bancos de dados
como o Ensembl Genome Browser (http://www.ensembl.org/index.html), NCBI
(http://www.ncbi.nlm.nih.gov) e UCSC Genome Browser (http://genome.ucsc.edu/)
utilizando-se os programas BioEdit versdo 7.2.5 e Clustal W Multiple Sequence

Alignment Program.

4.14 Analise imuno-histoquimica

Para a analise da expresséao proteica de CD3, CD79a, MAC387, Ki67 e MHC-
Il foi utilizada a técnica de imuno-histoquimica em cortes de tumores venéreos
transmissiveis incluidos em parafina, referentes aos dois grupos testados (M1 e M2),
para o0s respectivos anticorpos.

A técnica de imuno-histoquimica empregada seguiu o protocolo do
Laboratério de Patologia Veterinaria da Universidade de Cambridge/UK e foi
realizada neste mesmo estabelecimento, utilizando-se 0s anticorpos apresentados

na Tabela 6.

Tabela 6. Anticorpos primarios, especificidades e clones
utilizados nas reacdes de imuno-histoquimicas

Anticorpos* Especificidade Clone Diluicéo
CD3 Camundongo Monoclonal 1:150
anti-humano F7.2.38
CD79a Camundongo Monoclonal 1:400
Anti-humano HM57
MAC387 Camundongo Monoclonal 1:100
Anti-humano MAC387
Ki67 Camundongo Monoclonal 1:100
Anti-humano MIB-1
MHC-II Camundongo Monoclonal 1:400
Anti-humano TAL.1B5

* DAKO, Glostrup, Denmark.
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Apoés desparafinizacdo e hidratacdo em uma sequéncia de xilois e alcoois,
seguiu-se a recuperacdo antigénica com solucdo tampao de citrato 10mM pré-
aquecido, pH 6,0 em panela de pressao (Pascal, DAKO), de acordo com a
programacao de tempo e temperatura pré-estabelecida pelo fabricante (DAKO,
Glostrup, Denmark) para todos os anticorpos.

Apés a recuperacdo antigénica, as reacdes foram realizadas de forma
automatizada com o uso do Sistema Autostainer (Dako Autostainer), seguindo as
recomendacdes do fabricante, consistindo em bloqueio da peroxidase enddgena,
lavagem com solucdo tampdo, incubacdo com anticorpo primario, lavagem,
incubacdo com anticorpo secundario, nova lavagem com solucdo tampéo, incubacéao
com cromogeno DAB e, por fim, lavagem.

Como controle positivo para as reacbes de CD3, C79a, MAC387 foram
utilizadas amostras de baco de cédo e para as reacfes de Ki67 e MHC-II foram
utilizadas amostras de linfonodo canino.

Em todas as bateriais das reagdes de imuno-histoquimica, os controles
negativos para as imunomarcacfes foram realizados substituindo o anticorpo
primario por diluente especifico (Envision Flex Antibody Diluent - DAKO, Glostrup,
Denmark).

A observacdo da imunomarcacao das células foi realizada em microscopio de
luz Nikon Eclipse Ci-L acoplado a camera digital e fotomicrografias foram obtidas de
10 campos em aumento de 40x. A contagem de células imunomarcadas foi realizada
por selecdo aleatdria dos 10 campos fotomicrografados e os mesmos foram
escolhidos de uma forma que permitisse a avaliagdo representativa da amostra
tumoral. As contagens foram realizadas de maneira cega, ou seja, sem O

conhecimento das amostras que estavam sendo avaliadas.

4.15 Western Blotting
4.15.1 Preparacédo das amostras protéicas

As amostras de CTVT e de tecidos de cades sadios (amostras controle -
testiculo, utero, lingua) foram congeladas imediatamente apds a coleta e mantidas
em freezer a -80°C até o momento da realizacdo do procedimento. As amostras

BN

foram preparadas previamente a sua utilizacdo e a proteina total foi extraida por
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meio da lise direta, com auxilio de seringa e agulha, de 40 mg de amostra tecidual
utilizando 200 pL de tampéo de lise, contendo 1mL de tampéo R.I.P.A (50mM Tris-
HCI pH 7,4, 150mM NaCl, 1% Triton x100, 1% deoxicolato de sédio, 0,1% dodecil
sulfato de sédio - SDS, 1mM EDTA), 50uL EDTA (0,2m pH 7.2) e 10uL de solucao
de fluoreto de fenilmetilsulfonil (PMSF) (0,1M). Os tubos contendo as amostras
lisadas foram mantidos em gelo por 15 minutos e, em seguida, centrifugados por
14.000 rpm durante 10 minutos a temperatura ambiente. O sobrenadante foi entéo

transferido para um novo tubo.
4.15.2 Eletroforese em gel de poliacrilamida (SDS-PAGE)

Utilizando o equipamento XCell Sure Lock Mini-Cell — Invitrogen (Paisley,
Scotland, UK), a eletroforese de proteinas foi realizada em gel (Lmm, gradiente de
poliacrilamida 4-12%) NuPAGE® Novex Bis-Tris Protein Gel - Life Technologies
(Carlsbad, California, USA).

Para permitir o acesso do anticorpo ao epitopo especifico, as proteinas do
lisado foram desnaturadas utilizando uma diluicdo de 4:1 com tampao de amostra,
ou seja, 30 uL de amostra (lisado) foram adicionados a 10 pL de tamp&o redutor e
nao redutor (4x). As amostras foram homogeneizadas e aquecidas a 70°C durante
10 minutos. Em seguida, estas foram diluidas em tampéao redutor e nao redutor (1x)
na proporcao de 1:5, 1:10, 1:20 e 1:100.

As amostras (15 pL) foram depositadas em pocos de 4-12% Bis-Tris
NUPAGE® mini-géis (mini-po¢os). Um dos pocos foi preenchido com 10uL de um
marcador de peso molecular (Novex Sharp Pre-Stained Protein Standard - Life
Technologies, Carlsbad, California, USA). A camara interior do XCell Sure Lock Mini-
Cell foi preenchida com aproximadamente 400 mL de tampéao de corrida - tampao
MES 1x (Apéndice F).

A eletroforese foi realizada a 200V a temperatura ambiente durante 50 minutos,
ou seja, até que o marcador de peso molecular estivesse a 0,5 cm da borda inferior

da placa.
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4.15.3 Transferéncia das bandas protéicas

Apos eletroforese, a transferéncia das bandas protéicas para a membrana de
nitrocelulose (Immun-Blot PVDF Membrane — Bio-Rad, Hercules, California, EUA)
foi realizada com auxilio do Bio-Rad Mini-Protean Il — Bio-Rad (Hercules, California,
EUA). Cortou-se a folha de membrana de nitrocelulose (poro de 0,2um, Bio-Rad) de
acordo com o tamanho do gel e esta foi umedecida com metanol e, em seguida, com
tampéao de transferéncia (Apéndice F). Os papéis de filtro foram também cortados e
umedecidos em tampao de transferéncia. Os papéis de filtro, a membrana de
nitrocelulose e o gel foram dispostos em uma cuba de transferéncia, segundo
recomendacdo do fabricante. A transferéncia foi realizada com voltagem de
150V/350mA/60w durante 1 hora.

4.15.4 Incubacdo com anticorpo primario

Apés a transferéncia das bandas protéicas do gel para a membrana de
nitrocelulose, esta foi bloqueada em solucdo PBST (50 mL tampédo PBS tween -
Apéndice F; 2,59 de leite desnatado em p0), durante no minimo, 30 minutos em
constante movimentacdo. Posteriormente, esta mesma solucéo foi diluida com PBS
Tween 1:10 e a membrana foi entdo incubada utilizando-se como anticorpo primario
soro de cédo portador de CTVT (anti-soro) diluido em PBST 1:10 em uma proporcao
de 1:100 durante 3 horas a temperatura ambiente em constante movimentacao.

O controle negativo foi realizado sem a adicdo do anticorpo primario e o

controle positivo foi realizado com a utilizacdo do anticorpo primario anti-tubulina.

4.15.5 Incubacéo com anticorpo secundario

Apos esta incubacéo, a membrana foi lavada trés vezes, durante 5 minutos, em
solucdo de lavagem (PBST 1:10). Em seguida, a membrana foi incubada com o
anticorpo secundario: anti-IgG de céo produzido em cabra acoplado a fosfatase
alcalina - Sigma (St Louis, Missouri, EUA) e anti-lgG de coelho produzido em
camundongo, quando da utilizacdo do anticorpo primario anti-tubulina, durante 1
hora a temperatura ambiente em constante movimentacdo. Novamente a membrana

foi lavada trés vezes, durante 10 minutos, em solucdo TBST (Apéndice F) e, em
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seguida, procedeu-se a revelacao.

Para deteccdo da reacdo imunolégica adicionou-se o0 substrato cromdogeno
especifico para fosfatase alcalina - Novex AP Chromogenic Substrate BCIP/NBT -
Life Technologies (Carlsbad, California, USA). A reacéao foi interrompida lavando-se

a membrana exaustivamente com agua destilada.
4.16 Coloracado com Coomassie Brilliant Blue

Para realizacdo dessa técnica foram utilizadas duas amostras de lisados
tumorais (756TF e 768TF), as quais apresentaram bandas proteicas bastante
evidentes em ambas posi¢cdes (39kDa e 45kDa), identificadas por meio da técnica
de Western Blotting ja descrita. Apos corrida eletroforética, o gel foi removido do
aparato de eletroforese e submerso durante cinco minutos em solucdo pre-
coloracdo. Em seguida, foi mantido em solucdo corante de Coomassie brilliant blue a
0,5%, durante 10 minutos, em constante movimentacdo. Apds lavagem do gel em
agua destilada, foi utilizada solucdo descolorante (20% de Metanol e 7% de Acido
acético), a qual proporcionou a descoloracdo lenta do gel até a visibilizacdo das

bandas correspondentes as proteinas.

4.17 Espectrometria de massa

Imediatamente apds coloragcdo com coomassie brilliant blue, o gel (1D minigel)
foi encaminhado para o Laboratério de Proteébmica (Cambridge Centre for
Proteomics/Cambridge System Biology Centre — University of Cambridge) para
realizacdo da técnica de espectrometria de massa. Esta técnica permite a
identificacdo das sequéncias proteicas a partir da medida da relagdo massa/carga
de seus ions, a fim de investigar a identidade das bandas proteicas visualizadas na
posicdo de peso molecular aproximada de 39kDa e 45kDa.

As bandas de gel 1D foram excisadas e transferidas para uma placa de PCR
de 96 pocos. As mesmas foram cortadas em pedacos de 1mm? descoradas,
reduzidas (ditioltreitol) e alquiladas (iodoacetamida), e entdo submetidas a digestéao
enzimatica pela tripsina durante oito horas a 37°C. Apoés a digestdo, o sobrenadante
foi transferido para um tubo e, entdo, carregou-se em um amostrador automatico

para analise automatizada pelo método LC-MS/MS.
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Todo experimento LC-MS/MS foi realizado utilizando o sistema nanoAcquity
UPLC (Waters Corp., Milford, MA) e o espectrometro de massa de alta resolucéao
LTQ Orbitrap Velos (Thermo Scientific, Waltham, MA). A separacdo dos peptideos
foi realizada por cromatografia em fase reversa utilizando nano coluna de fase
reversa (BEH C18, 75 um i.d x 250 mm, 1,7 um — tamanho de particula) a uma taxa
de fluxo de 300 nL/min. Os peptideos foram, inicialmente, carregados em uma pre-
coluna (Waters UPLC Trap Symmetry C18, 180 pm i.d x 20 mm, 5 um — tamanho de
particula) a partir do nanoAcquity com acido formico a 0,1% durante 5 minutos a
uma taxa de fluxo de 5 pL/min. Apés este periodo, a valvula de coluna foi trocada
para permitir a eluicdo de peptideos da pré-coluna para a coluna analitica. O
solvente A foi agua + 0,1% de acido férmico e o solvente B foi acetonitrilo + 0,1% de
acido formico. O gradiente linear utilizado foi 5-40% de B em 60 minutos.

O eluente LC foi borrifado no espectrometro de massa utilizando um emissor
de nanospray (New Objective). Todos os valores m/z dos ions de eluicdo foram
mensurados no analisador de massa Orbitrap Velos, a uma resolucdo de 30000. Os
melhores vinte dados escaneados foram utilizados para isolar e gerar fragmentos
ibnicos por dissociacdo induzida por colisdo, resultando na geracdo de espectros de
massas MS/MS. lons com cargas 2+ e acima foram selecionados para
fragmentacao.

Posteriormente os dados foram processados utilizando Protein Discoverer
(versao 1.3, ThermoFisher). Em resumo, todos os dados MS/MS foram convertidos a
extensdo mgf e entdo, submetidos ao algoritmo de busca Mascot (Matrix Science,
London UK) e comparados com o NCBI ou UniProt Canis Familiaris utilizando uma
modificacdo de carbamidomethyl fixo e modificacbes variaveis de oxidacdo (M) e
desamidacdo (NQ). Os peptideos e a tolerancia de massa dos fragmentos foram
ajustadas para 25 ppm e 0,8 Da, respectivamente. Um valor limite de significancia
de p <0,05 e um escore de ponto de corte do peptideo de 20 foram também

utilizados.
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4.18 Analise estatistica

Para avaliacdo dos resultados obtidos na amplificacdo do rearranjo LINE-1/c-
myc e deteccdo de CDKNZ2A foi realizado o teste de Mann-Whitney.

Para comparacao dos resultados obtidos no sequenciamento genético entre 0s
animais do grupo controle versus hospedeiro, o teste Exato de Fisher e Quiquadrado
foram utilizados e valor de p<0,05 foi considerado estatisticamente significativo.

Para associacdo entre os valores da expressdo proteica (CD3, CD79a,
MAC387, Ki67 e MHC-II) e expressao génica (DLADQA-1) nos grupos amostrais foi
utilizado o teste de Mann-Whitney.

Os resultados foram considerados estatisticamente significativos com p<0,05.
Para a realizacdo das analises estatisticas foi utilizado o programa estatistico
GraphPad Prism 6.

5 RESULTADOS

5.1 Dados epidemiolégicos

Os pacientes do presente estudo, provenientes de Sao José do Rio
Preto/SP/Brasil, segundo as coordenadas geogréficas: latitude 20° 49’ 13” Sul e
longitude 49° 22’ 47 Oeste, apresentaram faixa etaria média de 4,5 anos (4,5 + 1,73
anos). Com relacdo a raca, 70% (14/20) eram cées sem raca definifida, seguidos
pelos Shih Tzu e Border Collie com 10% (2/20); Pit Bull e Poodle com 5% (1/20).
Quanto ao género, 65% (13/20) eram fémeas e 35% (7/20) machos. Na avaliacédo do
status reprodutivo, 95% né&o eram castrados e 55% dos animais eram domiciliados.
Quanto a localizac&o, 95% apresentaram somente envolvimento genital, sendo 55%
(11/20) vaginal, 25% (5/20) peniano, 10% (2/20) vulvar e vaginal, 5% (1/20) com
acometimento de prepucio, pénis e palpebra e 5% (1/20) com envolvimento

exclusivo da cavidade nasal.

5.2 Exame citologico e histopatoldgico

Os achados citolégicos identificados foram células redondas ou ovaladas com
bordos citoplasmaticos bem delimitados; nucleo redondo ou oval, frequentemente

excéntrico, de tamaho variavel com cromatina grosseiramente granular e com um ou
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dois nucléolos proeminentes; citoplasma discretamente basofilico com multiplos
vacuolos pequenos e claros (Figura 5A).

As amostras tumorais, em M1 e M2, apresentaram padrao histoldgico tipico de
CTVT, caracterizado por células grandes e redondas, ligeiramente ovais ou
poliédricas; presenca de nucleo grande e arredondado com nucléolo Unico e
proeminente e citoplasma finamente granular, vacuolizado e eosinofilico. A presenca
de figuras de mitoses foi identificada em graus variaveis (Figura 5B). A contagem de

figuras de mitose revelou-se maior em M1 quando comparada ao M2, entretanto,

nao houve diferenca significativa (p= 0,2902) entre ambas as fases.

Figura 5. Fotomicrografias de CTVT. Aspecto citologico (5A) e histopatologico (5B),
ilustrando figuras de mitose em anafase (H&E; 40x; 30um).

5.3 Rearranjo LINE-1/c-myc

Para confirmar o diagnéstico de CTVT nas 20 amostras tumorais estudadas
provenientes do Brasil, a técnica de qPCR foi conduzida para deteccao do rearranjo
LINE-1/c-myc, que deve estar presente em todas as amostras de CTVT (KATZIR et
al., 1985; AMARIGLIO et al., 1991). Os resultados mostraram que o rearranjo LINE-
1/c-myc foi detectado em todas as 20 (20/20) amostras de CTVT em M1 (Figura 6A),
em 3 (3/9) amostras de CTVT em M2 (Figura 6B) e néo foi detectado em amostras
de sangue de seus hospedeiros correspondentes (Figura 6C e 7A). Nado houve
diferenca entre os resultados obtidos em M1 e M2 (p=0,1579) (Figura 7B).
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Figura 6. Representacdo grafica da deteccdo do rearranjo LINE-1/c-myc pela
técnica de gPCR, a partir de amostras de gDNA. O rearranjo LINE-1/c-myc foi
detectado em todas as amostras de CTVT em M1 (6A), em 3 amostras de CTVT em
M2 (6B) e ausente em todas as amostras de sangue de seus hospedeiros
correspondentes (6C). As amostras tumorais estdo descritas pelo numero da
amostra seguido da letra T ou TF (ex. 765T/767TF) e as amostras do hospedeiro
(sangue) finalizadas com a letra H (ex. 765H). A auséncia de amostras de alguns
tumores em M2 e de alguns hospedeiros, devido a indisponibilidade das mesmas,
estdo representadas pela auséncia de identificacéo.
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Figura 7. Comparacdo dos resultados obtidos na deteccdo do rearranjo LINE-1/c-
myc por qPCR, a partir de amostras de gDNA, entre as amostras de tumor e
hospedeiro (sangue), e entre ambas fases de progressao. (A) O rearranjo LINE-1/c-
myc foi detectado nas amostras tumorais e apresentou-se ausente em todas as
amostras de sangue dos hospedeiros. (B) Nao houve diferenca estatistica
significativa entre os resultados obtidos em M1 e M2 (p= 0,1579). Letras iguais
denotam auséncia de significancia (p<0,05) pelo teste ndo paramétrico de Mann-
Whitney.

5.4 Deteccao do gene CDKN2A

Os resultados demonstraram que CDKN2A foi detectado em todas as amostras
de CTVT em ambas as fases (M1 e M2) (Figura 8A e 8B) e, também, nas amostras
de sangue de seus hospedeiros (Figura 8C). Os resultados mostraram niveis mais
elevados de CDKN2A em amostras de sangue dos hospedeiros em comparacao
com amostras de tumores em ambas as fases (p<0,0001) (Figura 9A), fato ja
esperado devido a delecdo homozigotica deste gene em amostras de CTVT.
Detectou-se niveis inferiores de CDKN2A em amostras de tumor em M1 quando
comparados com M2 (p=0,0002) (Figura 9B).
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Figura 8. Representacédo grafica de CDKN2A por meio da técnica de qPCR a partir
de amostras de gDNA. O gene CDKNZ2A foi detectado em todas as amostras
tumorais em ambas fases de desenvolvimento (8A e 8B) e também em seus
hospedeiros correspondentes (8C) e, ainda, apresentou-se em niveis mais elevados
nas amostras de sangue dos hospedeiros quando comparado as amostras tumorais
(8C). As amostras tumorais estédo descritas pelo numero da amostra seguido da letra
T ou TF (ex. 765T/767TF) e as amostras do hospedeiro (sangue) finalizadas com a
letra H (ex. 765H). A auséncia de amostras de alguns tumores em M2 e de alguns

hospedeiros, devido a indisponibilidade das mesmas, estdo representadas pela
auséncia de identificacao.
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Figura 9. Comparacéao dos resultados obtidos na deteccdo do gene CDKN2A por
gPCR, a partir de amostras de gDNA, entre as amostras de tumor e hospedeiros, e
entre ambas fases de progressdo. (A) Foi observada diferenca estatistica
significativa dos resultados obtidos entre tumores e hospedeiros, o0s quais
apresentaram-se mais elevados nos hospedeiros quando comparados aos tumores
(p<0.0001). (B) Foi observada diferenca estatistica significativa entre os resultados
obtidos em M1 e M2 (p= 0,0002), os quais apresentaram-se mais elevados em M2
quando comparados a M1. Letras diferentes denotam significancia (p<0,05) pelo
teste ndo paramétrico de Mann-Whitney.

5.5 Amplificacéo e expresséao génica de DLADQA-1 (MHC-II)

Havia a hipdtese de que DLADQA-1 pudesse estar presente em todas as
amostras de gDNA das células de CTVT em niveis semelhantes, com auséncia ou
pouca expressdo de DLADQA-1 tumor alelo-especifico em amostras de cDNA.
Confirmada a hipotese, DLADQA-1 tumor alelo especifico foi detectado em todas as
20 (20/20) amostras de CTVT em M1 e em 3 (3/9) amostras de CTVT em M2 (10A),
dados semelhantes com aqueles observados na deteccdo do rearranjo LINE-1/c-
myc. DLADQA-1 nao alelo especifico foi detectado em todas as amostras de CTVT
em M1 e M2 (10B). Houve diferenca estatistica significativa entre os resultados
obtidos em M1 e M2, os quais se apresentaram mais elevados em M1 quando
comparado a M2, tanto em DLADQA-1 tumor alelo especifico (p=0,0273) como de
DLADQA-1 néo alelo especifico (p=0,0017) (Figura 11A e 11B).
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Figura 10. Representacdo grafica da deteccdo de DLADQA-1 por meio da técnica
de gPCR a partir de amostras de gDNA. DLADQA-1 tumor alelo especifico foi
detectado em todas as 20 (20/20) amostras de CTVT em M1 e em 3 (3/9) amostras
de CTVT em M2 (10A). DLADQA-1 nao alelo especifico foi detectado em todas as
amostras de CTVT em ambas fases de progressao (10B). As amostras tumorais
estdo descritas pelo nUmero da amostra seguido da letra T ou TF (ex. 765T/767TF)
e as amostras do hospedeiro (sangue) finalizadas com a letra H (ex. 765H). As
amostras com numeragdo Unica representam as amostras coletadas somente em
M1.
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Figura 11. Comparacéo dos resultados obtidos na amplificacdo de DLADQA-1 tumor
alelo especifico (11A) e DLADQA-1 nao alelo especifico (11B) por qPCR, a partir de
amostras de gDNA tumoral, entre os dois momentos. Foi observada diferenca
estatistica significativa entre os resultados obtidos entre M1 e M2, os quais
apresentaram-se mais elevados em M1 quando comparados a M2. tanto com a
utilizacdo dos oligonucleotideos DLADQA-1 tumor alelo especifico (p=0,0273) como
de DLADQA-1 nédo alelo especifico (p=0,0017). Letras diferentes denotam
significancia (p<0,05) pelo teste ndo paramétrico de Mann-Whitney.

N&ao houve expressdo génica, em amostras de cDNA, de DLADQA-1 tumor
alelo especifico em nenhuma amostra de CTVT em M1 e M2 (Figura 12A). Detectou-
se expressao génica de DLADQA-1 nao alelo especifico em todas as amostras de
CTVT em M1 e M2, com maior expressdo em M2 (Figura 12B). Essa expressao
observada provavelmente refere-se as células hospedeiras, ja que nao foi detectada
a expressao génica quando da utilizacdo dos oligonucleotideos especificos ao
tumor. Nao foi observada diferenca estatistica significativa dos resultados da
expressao génica de DLADQA-1 tumor alelo especifico entre M1 e M2 (p=0,8571)
(Figura 13A), entretanto, foi observada diferenca estatistica significativa na
expressao génica de DLADQA-1 nédo alelo especifico entre M1 e M2, os quais se

apresentaram mais elevados em M2 (p=0,0089) / (Figura 13B).
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(A) DLADQA-1 Tumor alelo especifico (cDNA)
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Figura 12. Representacdo grafica da expressdo génica de DLADQA-1 por RT-
gPCR, a partir de amostras de cDNA. Nao foi observada expressdo génica de
DLADQA-1 tumor alelo especifico em nenhuma amostra de CTVT em ambas fases
de progressao (12A). Detectou-se expressao génica de DLADQA-1 nédo alelo
especifico em todas as amostras de CTVT em ambas fases de progressdo, com
maior expressdo em M2 (12B). As amostras tumorais estdo descritas pelo nimero
da amostra seguido da letra T ou TF (ex. 765T/767TF) e as amostras do hospedeiro
(sangue) finalizadas com a letra H (ex. 765H). As amostras com numeracao unica
representam as amostras coletadas somente em M1.
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Figura 13. Comparacao dos resultados obtidos na expressao génica de DLADQA-1
por RT-qPCR, a partir de amostras de cDNA tumoral, entre os dois momentos. Nao
foi observada diferenca estatistica significativa na expressao génica de DLADQA-1
tumor alelo especifico entre M1 e M2 (p= 0,8571) (13A). Detectou-se diferenca
estatistica significativa entre os resultados obtidos em M1 e M2, os quais
apresentaram-se mais elevados em M2 quando comparados a M1 em DLADQA-1
nao alelo especifico (p=0,0089) (13B). Letras diferentes denotam significancia
(p<0,05) pelo teste ndo paramétrico de Mann-Whitney.

5.6 Proporcao de DLADQA-1 tumor x hospedeiro

Com base na proporcao dos resultados obtidos pela técnica de qPCR com
amostras de gDNA e cDNA, estimou-se a quantidade de DLADQA-1 proveniente das
células hospedeiras e das células tumorais. A porcdo ilustrada na cor verde
representa as copias de DLADQA-1 do hospedeiro como uma proporc¢éo do total de
DLADQA-1 detectado e na cor azul representa as copias de DLADQA-1 tumoral
(Figura 14). A presenca de alelos do hospedeiro de DLADQA-1 deve-se a
contaminacao das amostras tumorais com células hospedeiras, o que corresponde a
proporcdo de CDKN2A descrita anteriormente. Quanto a analise das amostras de
gDNA em M1, a maior parte de DLADQA-1 detectado foi procedente das células
tumorais, com excecao da amostra 759TF (Figura 14). Entretanto, DLADQA-1
identificado em M2, em sua maioria, foi proveniente das células hospedeiras, exceto
761T2F e 77472 (Figura 15).
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Figura 14. Esquema ilustrativo da propor¢cdo de DLADQA-1 de tumor e hospedeiro
em amostras de gDNA coletadas somente na fase M1. A porcéo ilustrada na cor
verde representa as coépias de DLADQA-1 em gDNA do hospedeiro. A porcdo
ilustrada em azul representa as cépias tumorais de DLADQA-1 (gDNA).
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Figura 15. Esquema ilustrativo da proporgio de DLADQA-1 de tumor e hospedeiro em amostras de
gDNA coletadas em M1 e M2 do mesmo hospedeiro. A porgdo ilustrada na cor verde representa as
copias de DLADQA-1 (gDNA) do hospedeiro como proporgdo do total de DLADQA-1 detectado em
amostras de gDNA. A porgdo ilustrada em azul representa as coOpias tumorais de DLADQA-1 em

amostras de gDNA.
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Embora DLADQA-1 tumor alelo-especifico tenha sido detectado nas amostras

de gDNA, ndo houve expressdo de DLADQA-1 tumor alelo especifico em amostras

de cDNA (Figura 16 e 17). Isto sugere que DLADQA-1 ndo é, significativamente,

expresso em células de CTVT e que a expressao de DLADQA-1 foi atribuida ao

alelo do hospedeiro tanto em M1 como em M2.
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Figura 16. Esquema ilustrativo da propor¢cdo de DLADQA-1 de tumor e hospedeiro
em amostras de cDNA coletadas somente na fase M1. A porcdo em cor verde
representa a expressdo de DLADQA-1 cDNA do hospedeiro como proporc¢ao do total
de DLADQA-1 detectado.
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Figura 17. Esquema ilustrativo da propor¢cdo de DLADQA-1 de tumor e
hospedeiro em amostras de cDNA coletadas nas fase M1 e M2 do
mesmo hospedeiro. A porcdo em cor verde representa a expressao de
DLADQA-1 do hospedeiro como proporcao do total de DLADQA-1.
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5.7 Caracterizacao genotipica do loco DLADQA-1 (Sequenciamento)

Foi realizado o sequenciamento do loco DLADQA-1 (exon 2) em 17 amostras
tumorais e em amostras de sangue de seus hospedeiros correspondentes (Figura
18), e em 20 amostras (sangue) dos animais controle.

A andlise genotipica do loco DLADQA-1 foi conduzida pela comparacdo das
sequéncias obtidas dos 17 tumores e seus respectivos hospedeiros com o0 genoma
do céo referéncia, de acordo com CanFam3.1 dog genome assembly - Ensembl.
Dezesseis posicoes variantes foram identificadas dentro da regido amplificada;
dentre elas, oito encontradas nos tumores e doze nos hospedeiros (Figura 18).
Posteriormente, a presenca ou auséncia dessas variantes identificadas no atual
estudo foram analisadas e comparadas com genomas de CTVTs previamente
sequenciados (MURGIA et al., 2006; MURCHISON et al., 2014).

5.7.1 Genoétipo tumoral

Através das sequéncias analisadas, ndo houve evidéncias suficientes para
nomear, com precisédo, heterozigosidade nos tumores, ja que houve presenca de
contaminacgdo por ceélulas hospedeiras e, assim sendo, ndo foi possivel distinguir
essas duas variaveis (Figura 18).

No exemplo ilustrado na Figura 19 (A), pode-se nomear heterozigose T/C no
hospedeiro (757H), mas néo ha informacéao suficiente para nomear o tumor (757TF)
como heterozigoto, ja que T/C também corresponde ao hospedeiro. O pico duplo
T/C presente no tumor pode ser oriundo da contaminacgéo por células do hospedeiro
de um genotipo originalmente homozigoto, ou uma heterozigosidade real. Assim,
pode-se concluir apenas que o tumor apresenta o mesmo genétipo do hospedeiro.
Na Figura 19 (B), como o hospedeiro (759H) é homozigoto (C), foi possivel afirmar
que a base é exclusiva do tumor e assegurar que nao € proveniente do hospedeiro.
Dessa forma, o tumor (759TF) foi nomeado como homozigoto T (vermelho), ja que a
base C (azul), seria proveniente do hospedeiro. Assim, a inspecdo mais detalhada
do nivel de contaminacdo da amostra 759TF, somados aos resultados de CDKN2A,
descritos anteriormente, também apontam para a homozigose T desse tumor, isto
devido aos altos niveis de contaminacéo por células do hospedeiro, o que explicaria

0 pico C presente na amostra.
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Sete das 17 amostras tumorais apresentaram genétipos idénticos e as demais
(n=10) amostras tumorais (756TF, 757TF, 759TF, 763TF, 768T1, 769T, 771T,
772T1, 774T1 e 775T2) mostraram uma possivel heterozigosidade. Todavia, a
presenca de genotipo heterozigoto de seus hospedeiros correspondentes impediu a
conclusao de forma definitiva. Tais dados foram apresentados na Figura 18 como
(H), simbolo utilizado para demonstrar que 0 gendtipo tumoral € o0 mesmo genotipo
apresentado pelo hospedeiro.

O elevado grau de semelhanca entre as amostras tumorais apresentadas no
presente estudo e ilustradas na Figura 18, condiz com a base clonal de transmissao
do CTVT.

De acordo com as coordenadas de CanFam3.1 dog genome assembly, as
variantes identificadas nas posi¢cdes 12: 2225056, 12: 2225194, 12: 2225195 e 12:
2225333 apresentaram-se exclusivamente nas 17 amostras tumorais, sendo as
mesmas nao identificadas em nenhuma amostra dos animais hospedeiros (Figura
18). Reciprocamente, as variantes nas posi¢coes 12:2225015, 12: 2225300, 12:
2225320 e 12: 2225338 sao compartilhadas entre tumores e hospedeiros (Figura
18). As trocas de bases identificadas no atual estudo foram: C>T, T>C, G>T, A>T e
A>C (Figura 18).

5.7.2 Genétipo do hospedeiro

As amostras (sangue) dos hospedeiros 757H e 769H apresentaram genotipos
idénticos entre si no loco DLADQA-1 exon 2, assim como 759H e 766H, 761H e
772H e, ainda, 763H e 770H (Figura 18). Essas semelhancas genotipicas parecem
se agrupar por regido geografica, visto que as duplas de amostras descritas (757H e
769H; e 763H e 770H), eram oriundas de animais provenientes da mesma cidade.
Entretanto, as duplas de amostras 761H e 772H; 759H e 766H eram provenientes
de animais residentes em diferentes cidades de origem, embora todas as amostras
tenham sido coletadas no mesmo pais. De forma geral, foram observados niveis
reduzidos de diversidade no loco DLADQA-1, ja que do total de 17 amostras dos
hospedeiros, oito apresentaram-se idénticas a um outro cado e duas (11,77%)

amostras eram homozigotas (Figura 18).
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Posic&0 Chr | 2225015 | 2225056 | 2225085 | 2225122 | 2225168 | 2225194 | 2225195 | 2225258 | 2225295 | 2225207 | 2225299 | 2225300 | 2225320 | 2225331 | 2225333 | 2225338
12
Referéncia

Variante T>C G>T T>C T>A A>T G>T A>T C>G T>C T>G A>G C>T A>C G>T C>T A>C
756TF c T T T CIT (H) c T c
757TF C T T T CIT (H) | A/C (H) ©
758TF © T T T T C T C
759TF T (H) T T T C Cc
761T1F © T T T T © T ©
763TF c T T T CIT (H) c T c
764TF C T T T T C T Cc
765T1F © T T T T © T ©
766T1F © T T T T © T ©
768T1 c T T T CIT (H) c T c
769T TIC (H) T T T CIT (H) | AIC (H) ©
770T1 © T T T T Cc T Cc
771T c T AIT (H) T T CIT (H) c T c
77271 G (H) T AIC (H) Cc
773T1 © T T T T Cc T Cc
774T1 c T T/C (H) T T CIT (H) | A/C (H) T c
775T2 T/C (H) T T T CIG (H) T c c
AIT CIG CIT AIC AIC

T/IC TIA CIG T/IC TIG AIG CIT AIC GIT Cc

T/IC T/IC AIT CIG T/IC TIG AIG CIT AIC GIT Cc

T

TIA G T AIC C

TIA CIG CIT AIC

C T/IC T/IC TIG AIG CIT C GIT Cc

TIA AIT G T Cc

T

T/IC CIG CIT AIC AIC

T/IC TIA CIG T/IC TIG AIG CIT AIC GIT Cc

TIA CIG CIT AIC

TIA AIT CIG CIT AIC

TIA G T AlC Cc

Cc T/IC Cc G G C T Cc

C T/IC AIG CIT AIC Cc

T/IC T/IC CIG T/IC TIG AIG CIT Cc GIT Cc

Figura 18. Resumo das 16 variantes identificadas no loco DLADQA-1 (exon 2) em
17 amostras de TVT (verde) e de seus hospedeiros correspondentes (rosa). Os
resultados ilustrados em amarelo indicam a presenca de variantes (heterozigose ou
homozigose) e em azul auséncia de variantes. Amostras tumorais marcadas com o
simbolo (H), demonstram que o genétipo tumoral € o0 mesmo gendétipo apresentado
pelo hospedeiro.
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757H 757TF 759H 759TF

Figura 19. llustracdo esquematica da
presenca ou auséncia de
heterozigosidade nos tumores. Pico
vermelho: T; pico azul: C; pico
vermelho e azul: T/C; pico preto: G;
pico verde: A; 757H e 759H: amostras
do hospedeiro; 757TF e 759TF:
amostras tumorais.

5.7.3 Genoétipo dos animais controle

Nas 20 amostras de sangue dos animais controle provenientes do Brasil,
coletadas de animais saudaveis e sem prévio contato e historico de CTVT, foram
identificadas, dentro da regido amplificada, 12 posi¢des variantes (Figura 20).

Similarmente aos resultados genotipicos obtidos com as amostras se sangue
dos hospedeiros, alguns animais controle apresentaram genotipos idénticos entre si
no loco DLADQA-1, sendo eles: 915H e 920H; 912H e 778H1; 917H e 922H; 911H e
780H1; 910H, 919H e 776H. Dessa forma, das 20 amostras controle sequenciadas,
11 apresentaram-se idénticas a um outro cao; 4 (20%) eram homozigotos e 16
(80%) heterozigotos (Figura 20).
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Posicéo (Chr 12) 2225015 | 2225085 | 2225122 | 2225168 5258 | 2225295 5297 5299 | 2225300 | 2225320 | 2225331 | 2225338
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Figura 20. Resumo das 12 variantes identificadas no loco DLADQA-1 (exon 2) em
20 amostras de animais controle (cinza). Os resultados ilustrados em amarelo
indicam presenca de variantes (heterozigose ou homozigose) e em azul indicam
auséncia de variantes.

5.7.4 Comparacao entre o genétipo dos hospedeiros do CTVT e dos animais
controle

Foi realizada comparacdo dos nucleotideos identificados através do
sequenciamento do loco DLADQA-1 entre os animais hospedeiros do CTVT e
controle para identificacdo de possiveis caracteristicas genéticas presentes nos
hospedeiros, as quais pudessem sugerir uma maior susceptibilidade genotipica para
o desenvolvimento do CTVT. Nao houve diferenca estatistica significativa entre a
frequéncia de aparecimento de cada nucleotideo nas diferentes posicbes de
variantes identificadas entre os animais hospedeiros de CTVT e os controle, exceto
pela posicdo 12:2225168 (p<0,05) (Figura 21), a qual pode ser considerada uma
flutuacdo amostral.



(A)Posigio 2225015
Controle
! Wl Hospedeiro
!
3
e
;
(C) Posigao 2225122
o a a Controle
i Wl Hospedeiro
i
£ a
4
21 a
g
3
z
T A
Nucleotideos
(E) Posigiio 2225258
- a Controle
ﬁ Bl Hospadero
i
e
4
4
i
(G) Posigao 2225297
o a Contole
g 30 a Bl Hospedeio
¢
8 204
£ a
g 104 a
z
o
T G
(1) Posigio 2225300
40
™ Controle
§ 3 a W Hospedeio
:
8 204 a a
2 a
g 104
z
o4
c T
Nucleotideos
Controle
Bl Hospodero

Namero de repetigbes

Namero de repeliOes Nomero de repatiobes Nimero do repoticdes Namaro de ropotiches

Nomero de repeticbes

(B) Posiglo 2225085

" Contole
i W Hospedeio
I
2
8
e
:
Nucleoctidecs
(D) Posigio 2225168
a
Contole
Wl Hospedero
b
a
o
A T
Nucleotideos
(F) Posigiio 2225295
Centole
B Hospedero
Contole
Bl Hospedero
Controle
W Hospedero
Nucleotideos
(L) Posigio 2225338
Controle
M Hospedeco

Figura 21. Representacao grafica da comparacao da frequéncia
de cada nucleotideo nas diferentes posicOes de variantes do loco
DLADQA-1 entre os animais hospedeiros de CTVT e controle.
Letras diferentes denotam significancia (p<0,05) pelo teste Exato

de Fisher e Quiquadrado.
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5.8 Expresséao proteica

A técnica de imuno-histoquimica foi realizada a fim de comparar a expressao
proteica de Ki67, MHC-Il, CD3, CD79 e MAC 387 entre M1 e M2. As laminas de
imuno-histoquimica foram avaliadas quanto ao padrao de imunomarcagcao e numero
de células positivas (Figura 22B a 22F), os quais foram observados dispersos nas
amostras tumorais de forma aleatdria e as contagens foram realizadas de maneira

cega.

O padréo de imunomarcacéo para o antigeno de proliferacéo Ki67 foi nuclear
(Figura 22B) e revelou maior proporcdo de células imunomarcadas em M1 do que
em M2, no entanto, ndo foi observada diferenca estatistica significativa (p=0,2902)
entre ambos os momentos (Figura 23A). A imunomarcacdo para MHC-II foi
membranosa (Figura 22F) e observou-se diferenca estatistica significativa de células
imunomarcadas para MHC-II entre M1 e M2 (p=valor 0,0082), detectando-se maior
expressao em M2, quando comparada a M1 (Figura 23B). Quanto a imunomarcacgao
para CD3 (padrédo cioplasmatico) (Figura 22C), foi observada diferenca estatistica
significativa entre M1 e M2 notando-se maior numero de células imunomarcadas em
M2 do que em M1 (p=valor 0,0080) (Figura 23C). Embora o nimero absoluto de
células imunomarcadas para CD79 e MAC 387 tenha se apresentado mais elevado
em M2 quando comparado a M1, ndo houve diferenca significativa entre os dois
grupos estudados (p=0,3129 e p=0,2153, respectivamente) e ambos apresentaram-

se com padrdo de imunomarcacao citoplasmatico (Figura 22D, 22E, 23D e 23E).



Figura 22. Fotomicrografias de CTVT. (A) Aspecto histolégico do CTVT (H&E; 40x;
30um). (B) Imunomarcacdo para proliferacdo celular (Ki67; 40x; 30um). (C)
Imunomarcacdo para linfécitos T (CD3; 40x; 30um). (D) Imunomarcacdo para
linfécitos B (CD79; 40x; 30um) (E) Imunomarcacao para macrofagos (MAC387; 40x;
30um) e (F) células positiva para MHC-II (MHC-II; 40x; 30um). Cambridge, 2014.
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Figura 23. Representacdo grafica do numero minimo e maximo de células
imunomarcadas expressando Ki67 (A) p=0,2902, MHC-II (B) p=valor 0,0082, CD3
(C) p=valor 0,0080, CD79 (D) p=0,3129 e MAC 387 p=0,2153 (E) em tecido tumoral
em M1 e em M2. As caixas representam os intervalos interquartil (percentil 25-
percentil 75). As barras representam os valores minimos e maximos de células
imunomarcadas. Letras diferentes denotam significancia (p<0,05) pelo teste de
Mann-Whitney.

5.9 Antigenos tumorais - Western Blotting

A técnica de Western Blotting (Western-blot) foi realizada para verificar se
anticorpos de animais portadores de CTVT reconhecem antigenos especificos em
amostras tumorais e, ainda, se esses anticorpos sao capazes de reconhecer esses
mesmos antigenos em diferentes amostras de CTVT do Brasil e de diferentes
regides do mundo. Para isso, foram utilizadas amostras de CTVT e de soros de cées
oriundos do Brasil, Equador, india, Australia e Africa do Sul, além das amostras
teciduais (testiculo e utero — Inglaterra; lingua - Equador) e séricas controle oriundas
dos mesmos paises descritos, e também da Inglaterra. Em todos os ensaios foram

realizados controles positivos e negativos, de acordo com a Tabela 7.
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Tabela 7. Controles positivos e negativos realizados nos ensaios da técnica de
Western-blot

Controle Amostra utilizada Resultado esperado
Controle Positivo (tecido) Tubulina (anti-beta Il tubulina) Presenca de bandas
Controle Negativo (soro) Soro de cdo da Inglaterra Auséncia de bandas
Controle Negativo N&o utilizacdo de soro teste Auséncia de bandas

como anticorpo primario

Para padronizacdo da concentracéo ideal de proteinas de tecido tumoral e
controle foram realizados, inicialmente, experimentos pilotos com anticorpo primario
anti-tubulina e diversas concentracfes de tecidos, a saber: 1:5, 1:10, 1:20, 1:100,
1:500. Houve deteccdo de bandas proteicas na posicdo de peso molecular da
tubulina (em torno de 50 kDa) em todas as concentracdes de tecido tumoral e
controle testadas, entretanto apresentou-se em maior intensidade na concentracao
1:5, a qual foi padronizada para ser utilizada nos experimentos subsequentes.

O primeiro experimento foi realizado com tecido tumoral (CTVT) do Brasil e
controle (testiculo) da Inglaterra em uma concentracao de 1:5 e trés “desafios” como
anticorpo primario: 1) soro teste (anti-soro): soro de um céo portador de CTVT do
Brasil (cdo diferente do cao provedor da amostra de tumor); (2) controle negativo:
auséncia de soro - apenas o anticorpo secundario; e 3) controle negativo: soro de
um cdo da Inglaterra, ou seja, sem prévio contato com CTVT. Foi detectada a
presenca de uma banda proteica especifica, de peso molecular aproximado de
39kDa, nas colunas de tecido tumoral quando da utilizacdo do soro teste, a qual foi

ausente na coluna de tecido controle (Figura 24).
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Figura 24. Fotodocumentacdo de membrana de Western-blot. Presenca de
banda especifica, de aproximadamente 39 kDa, nas colunas de tecido
tumoral (seta vermelha). M: marcador; CTVT: tumor venéreo transmissivel
canino; Testis: testiculo. Cambridge, 2014.

Posteriormente, para o ajuste da diluicAo adequada de soro, foram
realizados experimentos com soro de cdes portadores de CTVT do Brasil nas
seguintes diluicbes 1:8, 1:20, 1:50, 1:100, 1:1000 com tecidos tumorais e controle
(testiculo) na concentracédo padronizada de 1:5. Os resultados mostraram que em
todas as diluicbes de soro testadas, exceto 1:1000, detectou-se a presenca da
mesma banda especifica nas colunas de tecido tumoral. Dessa forma, padronizou-
se a diluicdo de soro 1:100 a ser utilizada nos experimentos seguintes, a fim de

utilizar menor volume de soro por ensaio.

Em seguida, foi realizado ensaio com duas amostras diferentes de CTVT
do Brasil e duas amostras distintas de tecido controle (testiculos) da Inglaterra.
Essas amostras teciduais foram expostas a: 1) soro teste (anti-soro): soro de um cao
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portador de CTVT do Brasil (mesmo cao provedor de uma das amostras de tumor
testadas); 2) controle negativo: auséncia de soro - apenas foi utilizado anticorpo
secundario; e 3) controle positivo: anti-beta Il tubulina como anticorpo primario.
Foram detectadas duas bandas especificas, de peso molecular aproximado de
39kDa e 45kDa, nas duas colunas de CTVT quando da utilizacdo do soro teste, as
quais foram ausentes nas coluna de tecido controle (Figura 25). Dessa forma, os
anticorpos presentes no soro do cao teste (775) identificaram antigenos especificos
tanto na amostra de CTVT do mesmo animal provedor do soro (775) como na
amostra de CTVT de um cao distinto (772).
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Figura 25. Fotodocumentacdo de membrana de Western-blot. Presenca
de duas bandas especificas, de aproximadamente 39kDa e 45kDa, nas
colunas de tecido tumoral (seta vermelha). M: marcador; CTVT: tumor
venéreo transmissivel canino; Testis: testiculo. Cambridge, 2014.
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As mesmas bandas especificas descritas e ilustradas anteriormente foram
detectadas em diversos experimentos subsequentes, utilizando diferentes amostras
tumorais do Brasil, tanto amostras coletadas antes do tratamento quimioterapico
(M1) (772T1F2, 756TF, 763TF) como amostras coletadas trés semanas apoés inicio
da quimioterapia (M2) (761T2F1) (Figura 26). Houve repetibilidade dos mesmos
resultados utilizando amostras tumorais e séricas oriundas da Australia e Africa do
Sul.

SERUM FROM BRITISH
DOG 9518

Figura 26. Fotodocumentacdo de membrana de Western-blot.
Presenca de duas bandas especificas, de aproximadamente
39kDa e 45 kDa, nas colunas de tecido tumoral (seta
vermelha). M: marcador; CTVT: tumor venéreo transmissivel
canino; Testis: testiculo. Cambridge, 2014.

Importante frisar que, além dos anticorpos séricos terem detectado
antigenos especificos tanto na amostra de CTVT do mesmo animal provedor do soro
como em amostras de CTVT de céaes distintos do Brasil, esses mesmos antigenos
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foram igualmente detectados antes do tratamento quimioterapico (M1) e durante a
regressao tumoral (M2). Adicionalmente, os mesmos resultados foram encontrados
em amostras séricas coletadas antes e apds o tratamento quimioterapico (Figura 27

e 28) e também em amostras de tumores e soros de diferentes regibes geograficas

(Figura 29). Tais bandas encontraram-se ausentes nas amostras de tecido controle
(Figura 30).

Figura 27. llustracdo esquematica dos resultados obtidos através da técnica de
Western Blotting com amostras séricas provenientes do Brasil colhidas apés o
completo tratamento quimioterapico. Células na cor amarela referem-se a auséncia
de bandas e na cor azul presenca de bandas positivas em diferentes intensidades: +
(intensidade leve), ++ (intensidade moderada) e +++ (intensidade forte).



Figura 28. llustracdo esquematica dos resultados obtidos através da
técnica de Western Blotting com amostras séricas provenientes do Brasil
colhidas antes ou apds o tratamento quimioterapico. Células na cor
amarela referem-se a auséncia de bandas e na cor azul presenca de
bandas positivas em diferentes intensidades: + (intensidade leve), ++
(intensidade moderada) e +++ (intensidade forte).

Figura 29. llustracao esquematica dos resultados obtidos através da técnica de
Western Blotting com amostras séricas provenientes do Paquistdo, Australia e
Africa do Sul. Células na cor amarela referem-se a auséncia de bandas e na
cor azul presenca de bandas positivas em diferentes intensidades: +
(intensidade leve), ++ (intensidade moderada) e +++ (intensidade forte).
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Data Amostra de soro Pais de Antes/Apbs Tumor (lisado) Testiculo/Utero (lisado)
origem da tratamento
amostra (Soro)
39kDa 45kDa 39kDa 45kDa
05.08.2014 9518 (British dog) Inglaterra Controle -(2) -(2) -{C2) -(C2)
12.08.2014 9518 (British dog) Inglaterra Controle -(13) -{13) -{C1) -(C1)
19.08.2014 9518 (British dog) Inglaterra Controle -(1) -(1) -(C4) -(C4q)
+? (C6) - (C6)
19.08.2014 9518 (British dog) Inglaterra Controle -(14) -{14) B ( -(C4)
+? (C6) - (C6)
29.09.2014 9518 (British dog) Inglaterra Controle -(3) -(3) -(Cs) - (C5)
-(C6) -(C6)
29.09.2014 9518 (British dog) Inglaterra Controle -(4) -(4) -(Cs) - (C5)
-(C6) - (C6)
29.09.2014 9518 (British dog) Inglaterra Controle +(5) -(5) -{C5) - (C5)
-(C6) - (C6)
29.09.2014 9518 (British dog) Inglaterra Controle -(6) -(6) -(C5) -(C5)
-{Cs6) - (C6)
29.09.2014 9518 (British dog) Inglaterra Controle +(7) - -(C5s) - (C5)
-(C6) - (C6)
08.10.2014 9518 (British dog) Inglaterra Controle -(3) -(3) -(Cs) - (C5)
16.10.2014 9518 (British dog) Inglaterra Controle -(8) Artefato (8) -{C5) Artefato
(C5)
16.10.2014 951S (British dog) Inglaterra Controle -(9) Artefato (8) -(Cs) Artefato
(C5)
16.10.2014 9518 (British dog) Inglaterra Controle -(10) Artefato (8) -{C5) Artefato
(C5)
16.10.2014 9518 (British dog) Inglaterra Controle -(11) Artefato (8) -(C5) Artefato
(C5)
08.10.2014 British dog 1 Inglaterra Controle -(3) -(3) -{C5) - (Cs5)
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Figura 30. llustracdo esquematica dos resultados obtidos através da
técnica de Western Blotting com amostras séricas controle, ou seja,
amostras de soro colhidas de animais provenientes da Inglaterra.
Células na cor amarela referem-se a auséncia de bandas e na cor azul
presenca de bandas positivas em diferentes intensidades: + (intensidade
leve), ++ (intensidade moderada) e +++ (intensidade forte).

Diante de diversas repeticbes e ap0s sucessivos resultados similares,
foram utilizadas duas amostras tumorais em M1 (756TF e 768TF) oriundas do Brasil
para realizacdo de espectrometria de massa na tentativa de identificar possiveis
antigenos candidatos. Dessa forma, apos coloracdo com coomassie brilliant blue, o
gel foi encaminhado ao Laboratério de Protedmica (Cambridge Centre for
Proteomics — University of Cambridge) para espectrometria de massa.

O resultado da espectrometria de massa revelou, aléem de diversas
proteinas constitutivas, algumas proteinas do MHC-1 e MHC-Il, que podem ser

visibilizadas no Apéndice G e Figura 31.
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Figura 31. llustracdo esquematica dos resultados obtidos a partir da
espectrometria de massa com as amostras tumorais 756TF e 768TF
das duas bandas de peso molecular aproximado de 39kDa e 45kDa,
identificadas através da técnica de Western-blot.
Em seguida, foram realizados ensaios com amostras de tecido controle
(lingua) do mesmo animal provedor do tumor a ser testado, o qual ndo havia sido
realizado até o presente momento. Posteriormente, também foi utilizada lingua de
um cao proveniente da Inglaterra, com intuito de testar uma amostra controle de um
cao sem prévio contato com CTVT.
Foram utilizadas duas amostras de CTVT, uma do Brasil e outra do
Equador, além de duas amostras controle, lingua do Equador e testiculo da
Inglaterra. Os resultados mostraram repeticdo das mesmas bandas identificadas e
ilustradadas anteriormente nas amostras tumorais, identificadas na coluna de CTVT
do Brasil, CTVT do Equador e também na coluna de tecido controle (lingua) (Figura
32A e 32B). Posteriormente, os resultados se repetiram, com a deteccdo da mesma

banda em lingua de c&o néo portador de CTVT da Inglaterra (1169H) (Figura 32C).
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v i 831T - from India
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Figura 32. Fotodocumentacdo de membrana de Western-blot. Presenca
de duas bandas de aproximadamente 39kDa e 45 kDa, nas colunas de
tecido tumoral e controle (seta preta). M: marcador; CTVT: tumor venéreo
transmissivel canino; Testis: testiculo; Tongue: lingua. Cambridge, 2014.
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6 DISCUSSAO

Nos animais avaliados no presente estudo, 65% (13/20 casos) eram fémeas e
35% (7/20 casos) machos, o que demonstra uma predisposicdo quanto ao género.
Estudos mostram que as fémeas parecem ser mais frequentemente acometidas pelo
CTVT do que os machos, provavelmente por aceitarem maior nimero de parceiros
durante o cio (COHEN, 1985; DAS; DAS, 2000).

A incidéncia do CTVT esta relacionada a idade de maior atividade sexual
(COHEN, 1978) e, dessa forma, acomete principalmente animais adultos (2 a 8 anos
de idade) (FONSECA et al., 2012). Os pacientes do presente estudo apresentaram
faixa etaria média de 4,5 anos (4,5 = 1,7 anos) e com maior frequéncia de
acometimento entre trés e oito anos de idade, corroborando com a faixa etaria de
maior incidéncia desta neoplasia e com a fase de maturidade sexual (DAS; DAS,
2000; FONSECA et al., 2012).

Em relacdo as racas dos pacientes, 70% eram cdes sem raca definida
(SRD), 10% Border Collie e Shih Tzu e 5% Poodle e Pit Bull. A elevada prevaléncia
do CTVT em animais SRD esta de acordo com outros trabalhos, que sugerem que
0s animais SRD podem ser agrupados dentro de populacdes caracterizadas como
errantes e assim, mais predispostos ao desenvolvimento dessa afeccéo (LEFEBVRE
et al., 2007). Contudo, o CTVT pode-se desenvolver em qualquer raca de cées
(COHEN, 1985). Segundo Sorenmo (2003), a predisposicdo a determinadas racas
pode variar de acordo com a regido geografica. Além disso, os cdes SRD
representam a maior populacdo de cdes atendida no Hospital Veterinario em que
este estudo foi desenvolvido.

Os resultados obtidos no presente estudo demonstraram que 95% (19/20
casos) dos animais avaliados ndo eram castrados. Caes nao castrados representam
animais incluidos em grupos de alto risco para o desenvolvimento desta neoplasia
(GANGULY; DAS; DAS, 2013).

O atual estudo demonstrou numeros similares entre animais semi-
domiciliados (45%) e domiciliados (55%), talvez pelo fato de ter havido acesso a rua
dos animais domiciliados avaliados no presente estudo, ja que o CTVT é
considerado incomum em animais de companhia supervisionados (GANGULY; DAS;
DAS, 2013; STRAKOVA; MURCHISON, 2014).
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Quanto a localizacdo, 95% apresentaram somente envolvimento genital,
sendo 55% vaginal, 25% peniano, 10% vulvar e vaginal, 5% com acometimento de
prepucio, pénis e palpebra e 5% com exclusivo envolvimento da cavidade nasal. O
maior numero de caes com acometimento genital, identificado neste estudo, esta de
acordo com previos, que sugerem que o CTVT acomete principalmente a genitalia
externa de animais de ambos 0s sexos, embora também haja relatos de ocorréncia
extragenital (COHEN, 1985; STRAKOVA; MURCHISON, 2014). A prevaléncia de
CTVT em cavidade nasal parece ser mais alta em machos devido ao
comportamento destes em relacdo as fémeas (GANGULY; DAS; DAS, 2013), e 0
tnico caso de CTVT com exclusivo envolvimento extragenital (cavidade nasal)
apresentado nesse estudo foi representado por um macho.

O diagndstico molecular do CTVT em todas as amostras tumorais
estudadas foi realizado através da deteccdo do rearranjo LINE-1/c-myc, o qual é
considerado especifico para o CTVT e néo foi identificado em qualquer outro tecido
canino (KATZIR et al., 1985; KATZIR et al.,, 1987; CHOI et al., 1999; CHU et al.,
2001; LIAO et al., 2003; VONHOLDT; OSTRANDER, 2006) e que, adicionalmente,
foi identificado em CTVTs de diferentes paises (AMARIGLIO et al., 1991; MURGIA
et al.,, 2006; REBBECK et al., 2009; FONSECA et al., 2012). No presente estudo,
corroborando com essas informacdes, este rearranjo foi detectado em todas (20/20)
as amostras tumorais do Brasil em M1, em trés (3/9) amostras tumorais em M2 e
nao foi detectado em seus hospedeiros correspondentes. A deteccdo do rearranjo
LINE-1/c-myc em somente trés amostras em M2 pode ser explicada pelo fato de que
em M2, devido ao prévio tratamento quimioterapico e consequente reducao
neoplasica, ndo houve ampliacdo do rearranjo LINE-1/c-myc devido a presenca de
quantidades insuficientes de DNA tumoral nessas amostras. Sabendo-se que
previamente ao tratamento quimioterapico, nessas mesmas amostras (M1) houve
deteccao do rearranjo, confirmatorio do definitivo diagndstico de CTVT.

A especificidade do rearranjo LINE-1/c-myc fornece ainda mais
evidéncias da origem clonal desta neoplasia e é considerado o marcador molecular
do CTVT. Tal fato poderia explicar a manutencdo e a propagacdo do material

genético entre hospedeiros em diferentes paises por muitos anos (BROOKS et al.,
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2003; VONHOLDT; OSTRANDER, 2006; MURGIA et al., 2006; VASQUEZ-MOTA et
al., 2008).

Uma das mutacgdes sofridas pelos CTVTs e também compartilhadas por
outros canceres em seres humanos, é a delecdo homozigotica do loco CDKN2A,
encontrando-se ausente em todas as células do CTVT (MURCHISON et al., 2014;
STRAKOVA; MURCHISON, 2015). Trata-se de um gene supressor de tumores, que
esta envolvido na regulacdo do ciclo celular e as células incapazes de produzi-lo
podem estar propensas a transformacao neoplasica (NOBORI et al.,1994).

No presente estudo, a mensuracdo dos niveis de contaminacdo por
células do hospedeiro na amostra tumoral baseou-se na presenca de CDKN2A, o
qual é deletado homozigoticamente no CTVT (MURCHISON et al.,, 2014), mas
presente em duas coOpias no tecido hospedeiro. Assim, niveis detectaveis de
CDKN2A foram atribuidos a presenca de células estromais do hospedeiro nas
amostras tumorais. Os resultados demonstraram que CDKNZ2A foi detectado em
todas as amostras de CTVT em M1 e M2 e, ainda, em niveis inferiores em M1
guando comparados com M2, fato esperado ja que imagina-se a presenca de menor
quantidade de células tumorais e maior infiltracdo de células hospedeiras em M2 do
que em M1. Também obteve-se niveis mais elevados de CDKN2A em amostras do
hospedeiro em comparacdo com amostras de tumores em M1 e em M2, fato este
que corrobora com os prévios achados sobre a delecdo homozigética deste gene em
amostras de CTVT, de acordo com Murchison et al. (2014).

Embora todos os canceres, incluindo aqueles que permanecem em um
anico hospedeiro, adquiram adaptacdes para se evadir do sistema imunoldgico
(HANAHAN; WEINBERG, 2011), os canceres transmssiveis sao capazes de evadir
do sistema imune como um enxerto alogénico (MURCHISON et al., 2014). A maior e
mais potente resposta aos enxertos alogénicos €, primariamente, mediada pelo
reconhecimento direto por meio das moléculas de MHC através dos linfocitos T do
hospedeiro (WAGNER, 2003; BELOV, 2011) e a rejeicao de enxertos malignos pode
ter sido um fator na evolucdo do MHC (MURGIA et al., 2006).

Como o MHC desempenha um papel fundamental no reconhecimento e
na rejeicao de enxertos (KUMANOVICS; TAKADA; LINDAHL, 2003; BELOV, 2011) e

o CTVT escapa dessa estrita vigilancia imunologica do hospedeiro, estudou-se um
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dos dois genes funcionais DQ da regido do MHC-II, o gene DLADQA-1 (WAGNER,;
2003).

Muitos canceres em seres humanos modulam a expressdo de MHC
como um mecanismo de escape a deteccdo imune (ALGARRA; COLLADO;
GARRIDO, 1997), entretanto ndo ha um consenso quanto a expressao de MHC em
TVTs em caes.

No atual estudo, utilizou-se dois métodos para investigacdo de MHC-II, a
analise imuno-histoquimica para avaliar expresséo proteica e a avaliagdo molecular
para investigar a amplificacdo (QDNA) e expressao génica (CDNA).

Quanto a analise molecular, no presente estudo, havia a hipétese de que
DLADQA-1 pudesse estar presente em todas amostas de gDNA das células de
CTVT em niveis semelhantes, com pouca ou auséncia de expressao de DLADQA-1
tumor alelo-especifico em amostras de cDNA. Para tal, utilizaram-se dois pares de
oligonucleotideos: 1) tumor alelo-especifico, que alinharam-se especificamente ao
alelo tumoral e ndo ao alelo do hospedeiro e 2) ndo alelo especifico, que alinharam-
se com ambos alelo tumoral e alelo do hospedeiro.

Como esperado, quando utilizou-se amostras de gDNA, DLADQA-1
tumor alelo-especifico foi amplificado em todas as amostras de CTVT em M1 e em
trés amostras de CTVT em M2, resultados similares aos observados na deteccao do
rearranjo LINE-1/c-myc. DLADQA-1 néo alelo especifico foi detectado em todas as
amostras de CTVT em M1 e M2. Além disso, houve diferenca significativa nos
resultados obtidos entre M1 e M2, com ambos os oligonucleotideos, em que a
amplificacdo mostrou-se mais elevada em M1 quando comparada a M2. Este dado
pode ser explicado pela provavel reducdo de células tumorais em M2, quando
comparado a M1, devido a quimioterapia.

Em estudo empregando técnica de separacdo celular para identificar
especificamente as células de CTVT na amostra, Cohen, Shalev e Krup (1984),
demonstraram que as células tumorais ndo expressaram [2-microglobulina, um
peptideo de MHC-I e, assim, a expressdo de [2-microglobulina observada foi
proveniente das células do hospedeiro e ndo das células tumorais.

Por meio de estudo imuno-histoquimico, Perez, Day e Mozos (1998)

pesquisaram a imunomarcacdo do MHC-II e mostraram um padrdo disperso e
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aleatério de positividade na amostra tumoral. No entanto, provou-se dificil de
comprovar se as células imunomarcadas observadas representaram a expresséao de
MHC das células do tumor ou as infiltradas do hospedeiro (EPSTEIN; BENNETT,
1974; COHEN; SHALEV; KRUP, 1984; YANG; CHANDLER; DUNNE-ANWAY, 1987;
PEREZ; DAY; MOZOS, 1998; HSIAO et al., 2008). Murgia et al. (2006) investigaram,
por meio da técnica de RT-gPCR, a expressdao de MHC em amostras de CTVT
avaliando os genes DLA-88 (MHC-I) e DLA-DRB1 (MHC-II). Demonstraram niveis
reduzidos de expressao génica de DLA-88 e ndo houve expresséo para DLA-DRB1
nos tumores avaliados.

Embora as moléculas de MHC sejam normalmente expressas por todas
as células nucleadas, as células do CTVT e as do DFTD, ambos cénceres
transmissiveis, perderam a expressao de moléculas do MHC, presumivelmente por
meio de um processo de imunoselecdo (COHEN; SHALEV; KRUP, 1984; YANG;
CHANDLER; DUNNE-ANWAY, 1987; HSIAO et al., 2002; MURGIA et al., 2006;
SIDDLE et al., 2013).

Corroborando com os dados descritos, no atual estudo, ndo houve
expressao génica de DLADQA-1 tumor alelo especifico em nenhuma amostra de
CTVT em M1 e M2, quando utilizaram-se amostras de cDNA. No entanto, detectou-
se expressao génica de DLADQA-1 nao alelo especifico em todas as amostras de
CTVT tanto em M1 como em M2, com maior expressdo em M2. Mais uma vez, a
expressao refere-se as células hospedeiras, ja que ndo houve expressdo génica
quando utilizaram-se oligonucleotideos especificos ao tumor. Da mesma forma,
muitos canceres em seres humanos modulam a expressdo de moléculas MHC como
um mecanismo para escapar da deteccdo imune (ALGARRA; COLLADO;
GARRIDO, 1997).

Hsiao et al. (2004), demonstraram que, durante a fase progressiva do CTVT,
a secrecdo de TGF-beta 1 atua como um potente inibidor local para o sistema imune
do hospedeiro e, de acordo com Cohen, Shalev e Krup (1984), Hsiao et al. (2004) e
Murgia et al. (2006), nessa fase também ha a reducdo da expressao de DLA-I e
DLA-II. Fato que concorda com os achados do presente estudo, em que nao houve
expressdo de DLADQA-1, um gene do MHC-II.

De acordo com os resultados obtidos na amplificacdo de DLADQA-1 em
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amostras de gDNA, a maior parte amplificada em M1 foi procedente das células
tumorais e, em M2 em sua maioria foi proveniente das células hospedeiras. Em
amostras de cDNA, nao houve expressado de DLADQA-1 tumor alelo especifico nos
dois momentos. Isto sugere que DLADQA-1 ndo &, significativamente, expresso em
células de CTVT e que a expressdo de DLADQA-1 foi atribuida ao alelo do
hospedeiro. Muitos tumores imunogénicos perdem a expressao das moléculas MHC
durante a sua progressao e isso evita a apresentacdo dos antigenos especificos dos
tumores para as moléculas de MHC (SHANKARAN et al., 2001; CHANG; CAMPOLI;
FERRONE, 2005). Menos de 5% das células do CTVT expressam MHC-1 ou MHC-II
durante a fase de progresséo, o que contribui para habilidade das células tumorais
em evitar a resposta dos linfécitos T (HSIAO et al., 2008). Em contraste, durante a
fase de regressao tumoral 30-40% das células do CTVT expressam as moléculas de
MHC-I e/ou MHC-II (YANG; CHANDLER; DUNNE-ANWAY, 1987; HSIAO et al.,
2002; HSIAO et al., 2008).

Portanto, esses resultados sugerem que as células do CTVT néao se deparam
com barreiras de imuno-histocompatibilidade naturais. Assim, a evasao do sistema
imune do hospedeiro permite a sobrevivéncia e o crescimento do tumor até que ele

possa ser, posteriormente, transmitido (MURGIA et al., 2006).

Levando em consideracdo que, no presente estudo, avaliou-se somente um
anico loco génico de MHC-II, futuros trabalhos fazem-se necessarios para verificar
se os resultados ora aqui identificados, também serdo observados em outros locos

génicos de MHC-II.

Embora no presente trabalho utilizou-se somente um dnico gene de referéncia
para validacao dos resultados de qPCR, sabe-se que a inclusédo de varios genes de

referéncia faz-se necessario para obtencédo de um resultado fidedigno.

O elevado grau de semelhanca genotipica entre as amostras tumorais,
diferentemente as de seus hospedeiros corrrespondentes, apresentadas no presente
estudo, condiz com a base clonal de transmissao do CTVT, o0 que vai ao encontro
dos dados obtidos por Murgia et al. (2006) e Rebbeck et al. (2009), em que os

padroes de identidade genética detectados em tumores localizados em diferentes
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continentes indicam uma Unica origem clonal para essa doenca.

De acordo com Murgia et al. (2006), quanto ao MHC-II, os CTVTs sao diploides
para os genes DRA e DRB1, mas alguns tumores sdo hapléides para DQA e DQB.
Dois grupos no loco DLADQA-1 foram identificados; enquanto alguns CTVTs
apresentaram-se haploides, outros permaneceram diploides. Os locos diploides
sdo homozigotos com excecdo de DRB1 e DLA-88, que apresentam alelos
altamente semelhantes. Esses achados contrastam com os resultados obtidos por
Murchison et al. (2014), que sugerem que o loco DLADQA-1 foi submetido a uma

perda de heterozigose.

A perda de heterozigose (LOH) €, muitas vezes, responsavel pela perda de
expressado de MHC em tumores (JIMENEZ; CANTON; COLLADO, 1999) e pode ter
sido adquirida durante a evolugcdo do CTVT, reduzindo as diferencas de MHC entre

tumores e os caes hospedeiros.

De acordo com Murchison et al. (2014), o CTVT originou-se de um cao com
reduzida heterozigosidade gendémica que pode ter vivido ha 11.000 anos. Atraves
das sequéncias tumorais analisadas no presente estudo, 10 das 17 amostras
tumorais mostraram uma possivel heterozigosidade. Todavia, a presenca de
genotipo heterozigoto de seus hospedeiros correspondentes impediu a concluséo de
forma definitiva. Ndo houve evidéncias suficientes para nomear, com precisao,
heterozigosidade nos tumores, ja que houve presenca de contaminacéo por células
hospedeiras e, assim sendo, ndo foi possivel distinguir essas duas variaveis. A
presenca de pico duplo identificado no sequenciamento de alguns tumores pode ter
sido proveniente da contaminacdo hospedeira de um genotipo originalmente
homozigoto ou uma real heterozigosidade. De acordo com Kennedy et al. (2002),
muitas racas de caes tendem a ser homozigotos para os genes DLA-Il. O CTVT
também apresenta-se homozigoto para esses genes quando séo dipléides, como a

sub-classe | identificada por Murgia et al. (2006).

No presente estudo, dezesseis posicOes variantes foram identificadas
dentro da regido amplificada, dentre elas, oito encontradas nos tumores e doze nos

hospedeiros. As variantes identificadas nos tumores poderiam ser variantes da
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linhagem germinativa, herdadas do cédo de origem e transmitidas através das
linhagens do CTVT, ou ainda mutacbes somaticas. Como o loco DLADQA-1 sofreu
LOH em algum momento de sua histéria evolutiva (MURCHISON et al., 2014), todas
as variantes tumorais heterozigotas séao, provavelmente, alteracées somaticas.

Algumas variantes identificadas no presente estudo apresentaram-se
exclusivamente nas 17 amostras tumorais, sendo as mesmas néo identificadas em
nenhuma amostra dos animais hospedeiros. Estas variantes poderiam ser variantes
da linhagem germinativa herdada pelo cao que deu origem ao CTVT e que nao
compartilham com nenhuma das amostras dos hospedeiros no presente estudo. Ou
ainda poderiam ser novas mutacfes somaticas que surgiram durante a historia do
CTVT como um clone de células somaticas. Entretanto, algumas variantes sao
compartilhadas entre tumores e hospedeiros. Possivelmente, sdo variantes da
linhagem germinativa herdadas pelo cdo de origem, as quais estdo presentes
também na populacdo canina (MURCHISON et al., 2014).

Com intuito de pesquisar as assinaturas mutacionais no CTVT e comparar
com as assinaturas genéticas mutacionais conhecidas em seres humanos,
Murchison et al. (2014), descreveram que estas foram dominadas pelas alteracdes
C>T e quatro assinaturas mutacionais foram identificadas, sendo que uma dessas
assinaturas, identificada em 42% das mutacdes no CTVT, é observada em canceres
de pele e associada a exposicao ultra violeta (ALEXANDROV et al., 2013). As trocas
de bases identificadas nos tumores no atual estudo foram C>T, o que corrobora com

os dados descritos anteriormente, além de T>C, G>T, A>T e A>C.

As semelhancas genotipicas identificadas entre os animais hospedeiros
parecem se agrupar por regido geografica, visto que algumas duplas de amostras
descritas foram oriundas de animais provenientes da mesma cidade. Entretanto,
outras foram provenientes de animais residentes em diferentes cidades de origem,
embora todas as amostras tenham sido coletadas no mesmo pais. Assim, foram
observados niveis reduzidos de diversidade no loco DLADQA-1, ja que do total de
17 amostras dos hospedeiros, oito apresentaram-se idénticas a um outro céo e duas
amostras eram homozigotos. Similarmente aos resultados genotipicos obtidos com

as amostras de sangue dos hospedeiros, alguns animais do grupo controle
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apresentaram genotipos idénticos entre si no loco DLADQA-1. Esses achados sao
surpreendentes levando em consideracdo a alta variabilidade alélica de MHC em
qualquer populacéo (NISKANEN et al., 2013).

Apesar da presenca generalizada de casos de CTVT em todo o mundo, de
acordo com Strakova e Murchison (2014), a prevaléncia raramente ultrapassa 10%.
Isto contrasta com os padrbes epidemiolégicos observados no DFTD, outro tumor
transmissivel, que geralmente ultrapassa 50% nas populacdes acometidas e que
tem provocado um rapido declinio dessa espécie (MURCHISON, 2009). Levando em
consideracao que a forma de transmissao do CTVT na populacdo canina promova
exposicao generalizada para a doenca (PAL, 2011), sugere-se que talvez parte da
populacdo canina possa ser susceptivel ao CTVT e, possivelmente, existam caes
naturalmente refratarios a essa doenca. Associado ao fato da expressdo de MHC
ser subregulada em muitos tumores (KHONG; RESTIFO, 2002), ndo esta claro por
que o CTVT, ndo surgem com maior frequéncia dentro da populagcéo canina.

Dessa forma, na tentativa de identificar possiveis caracteristicas genotipicas
presentes nos hospedeiros, as quais pudessem sugerir uma maior susceptibilidade
genotipica para o desenvolvimento do CTVT, realizou-se a comparacdo dos
resultados obtidos no sequenciamento do loco DLADQA-1 entre os animais
hospedeiros de CTVT e animais do grupo controle. Nao houve diferenca significativa
entre a frequencia dos nucleotideos identificados nas diferentes posicbes de
variantes entre os animais hospedeiros do CTVT e controle. Portanto, esse fato
pode ter ocorrido por uma real auséncia de susceptibilidade genotipica nos animais
hospedeiros, ou devido ao namero amostral reduzido, o qual ndo teve impacto
estatistico na avaliacdo de tal caracteristica. Estudos futuros sobre a exposicao e
susceptibilidade do CTVT em grandes populacdes de caes errantes podera revelar
mais informacdes sobre a base bioldgica de refratariedade e susceptibilidade dessa
doenca.

Embora infiltrados linfociticos sejam considerados uma manifestacdo da
resposta imune contra o cancer, ha controvérsias se os linfécitos T tem um papel
central na imunidade antitumoral (GAJEWSKI, 2006). Como a regressao espontanea
de CTVTs de ocorréncia natural e experimentalmente transplantados esta associada
a uma intensa infiltracéo local de linfécitos (YANG, 1988; MIZUNO et al., 1989), esta
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neoplasia tem sido utilizada como um modelo de estudo dos mecanismos da
resposta imunoldgica envolvidos na regressdao do tumor. Entretanto, Silveira et al.
(2009) obtiveram a mesma proporc¢éo de expressdo de CD3" nas fases progressivas
e regressivas de CTVTs transplantados experimentalmente, dados que divergem
daqueles descritos por Mizuno et al. (1989). De acordo com Yang (1988) e Perez,
Day e Mozos (1998), CTVTs de ocorréncia espontanea apresentaram maior
expressao de linfocitos T CD3" durante a fase de regressdo, quando comparados a
fase de progressao. Tais dados corroboram com os obtidos no presente estudo
quanto a imunomarcacéo para linfocitos T CD3". Foi observada diferenca estatistica
significativa entre a expressdo de CD3" em amostras tumorais em M1 e M2,
notando-se maior nimero de células imunomarcadas em M2 do que em M1.

Adicionalmente, os linfocitos T podem induzir de forma mais acentuada a
lise das células tumorais via IgG mediada por citotoxicidade celular dependente de
anticorpos (ADCC) em CTVTs em fase inicial de regressao, quando comparados a
tumores em fase tardia de regressao (TRAIL; YANG, 1985). Portanto, os linfoécitos T
sao considerados de importancia primordial na regressdo do CTVT (MIZUNO et al.,
1989).

De acordo com Perez, Day e Mozos (1998) e Silveira et al. (2009), estudando
CTVTs de ocorréncia espontanea e transplantados experimentalmente,
respectivamente, os linfécitos B apresentaram-se mais expressos em fase
regressiva do que em fase progressiva, 0 que sugere que a resposta imune tumoral

local possa ter um papel importante na regressao dessa neoplasia.

De forma similar, a infiltracdo local de macrofagos no tumor esta associada
com a fase regressiva do CTVT, de acordo com Yang; Chandler; Dunne-anway
(1987) e Perez, Day e Mozos (1998). Entretanto Chandler; Yang (1981), verificaram
a presenca de um numero reduzido de macréfagos no inflitrado leucocitario
associado ao CTVT e 0os mesmos autores descreveram que 0S macréfagos nao

parecem ter grande importancia, como os linfécitos T, na resposta contra o CTVT.

Contudo, estudos demonstraram que 0s macrofagos ativados peri-tumorais
expressam niveis elevados de o6xido nitrico, os quais foram essenciais para a

regressao de tumores em ratos tratados com IL-12 (TSUNG et al., 1997). Dessa
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forma, sugere-se que o papel dos macréfagos na modulacédo dessa neoplasia deve
ser melhor investigado. Embora o niumero absoluto de células imunomarcadas para
linfécitos B (CD79) e macréfagos (MAC 387) tenha se apresentado mais elevado em
M2 quando comparado a M1, ndo houve diferenca significativa entre os dois grupos

estudados.

De acordo com Perez; Day; Mozos (1998), mesmo na fase progressiva do
CTVT ha infiltracdo tumoral por linfécitos T CD3+, linfocitos B CD79 e macrofagos.
Ainda € pouco esclarecido o que desencadeia o influxo de células imunes
associadas a progressao e regressao do CTVT (SIDDLE; KAUFMAN, 2013).

As citocinas também desempenham um papel importante. De acordo com
Hsiao et al. (2008), concentracbes mais elevadas de citocinas pro-inflamatorias,
como IL-6 e IFN-gama, sdo detectadas em culturas ex vivo de linfécitos infiltradores
de tumores (TILS) em tumores regressivos em comparacdo com tumores
progressivos e a presenca destas citocinas aumenta a citotoxicidade das células NK
em CTVT in vitro.

De acordo com Hsiao et al. (2002), por meio de estudo imuno-
histoquimico em CTVTs experimentalmente transplantados, demonstraram que a
expressdo de MHC-I e MHC-II na fase progressiva foi baixa e, gradativamente, foi
elevando-se com a fase de regressdo tumoral. Resultados semelhantes foram
identificados por Perez, Day e Mozos (1998) em CTVTs de ocorréncia espontanea
em que houve aumento significante da expressdo de MHC-1l em tumores do grupo |
(tumores estaveis ou em fase de regressdo), quando comparado ao grupo I
(tumores em fase de progressao). Tais infomacdes corroboram com as obtidas no
presente estudo em que houve diferenca estatistica significativa de células
imunomarcadas para MHC-II entre M1 e M2, detectando-se maior expressdo em M2,
quando comparada a M1. Dessa forma, a expressdao de MHC-II pelas células
neoplasicas esta associada com uma resposta imune efetiva e com a regressao do
CTVT (PEREZ; DAY; MOZOS, 1998).

De acordo com Yang, Chandler e Dunne-anway (1987); Perez, Day e
Mozos (1998); Hsiao et al. (2002), a expressdo de moléculas do MHC pelas células

tumorais € importante para a evolu¢do do tumor e células do CTVT evoluem de um
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imunofendtipo MHC negativo durante o crescimento tumoral para MHC positivo
durante regresséao tumoral.

A contagem de figuras de mitose (metafase, anafase e telofase) é o
método, tradicionalmente, utilizado para estimar a atividade proliferativa de células
neoplasicas. Entretanto, como a mitose representa apenas a menor fragdo do ciclo
celular, as células que estiverem nas fases G1, S ou G2 ndo sao contabilizadas,
levando a uma sub-estimativa do processo (QUINN; WRIGHT, 1990). Prévios
estudos demonstraram que a fracdo de Ki67 determinada por imuno-histoquimica é
considerada um marcador de proliferacao celular e tém sido amplamente utilizada
em avaliar a proliferacdo de células tumorais (JALAVA et al., 2006; INWALD et al.,
2013). Pelo fato da proteina Ki-67 estar presente em todas as fases ativas do ciclo
celular (G1, S, G2 e mitose) e ausente em células em repouso (G0), faz com que
seja um marcador para a determinacdo da proliferacdo de células cancerigenas
(SCHOLZEN; GERDES, 2000).

De acordo com Ozalp et al. (2012), o sulfato de vincristina modula a
expressdo de Ki67 por reduzir a taxa de proliferacdo celular apés cada sessao
quimioterapica em CTVTs de ocorréncia natural. No presente estudo, embora o
padrdo de imunomarcacdo para o antigeno de proliferacdo Ki67 tenha revelado
maior proporcado de ceélulas imunomarcadas em M1 do que em M2, ndo houve
diferenca estatistica significativa entre ambas.

Perez, Day e Mozos (1998), demonstraram que o indice mitético foi
estatisticamente menor em tumores em fase de regressdo do que na fase
progressiva em CTVTs de ocorréncia espontanea. Da mesma forma, no presente
estudo, a contagem de figuras de mitose revelou-se maior em M1 quando
comparada a M2, entretanto, ndo houve diferenca estatistica entre os dois
momentos. Resultados semelhantes foram obtidos em CTVTs transplantados
experimentalmente, contudo, os tumores em fase de regressdo nao apresentaram
atividade mitotica (HILL et al., 1984), o que poderia sugerir um estagio muito tardio
de regresséao tumoral.

A identificacdo de antigenos associados a tumores (TAA) indutores de

resposta humoral tém contribuido para a compreensao de aspectos biolégicos da
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carcinogénese e interacdes entre células cancerigenas e o sistema imunolégico do
hospedeiro (CIOCCA; CALDERWOOD, 2005).

Diferentes estratégias estdo atualmente disponiveis para a identificacao
de TAA e centenas foram descritos em tumores humanos. A deteccédo de anticorpos
contra TAAs em pacientes com cancer tem sido uma ferramenta Util para o
diagnéstico precoce do cancer, prognostico e imunoterapia em diversos tipos de
canceres (JAGER; JAGER, KNUTH, 2001; REUSCHENBACH; VON KNEBEL
DOEBERITZ; WENTZENSEN, 2009; BUONAGURO et al., 2011). TAAs também tém
contribuido para a compreensao do processo de tumorigénese e biologia do cancer
(BORTNER et al., 2009; CIOCCA; CALDERWOOD, 2005).

O presente experimento realizado por meio da técnica de Western
Blotting objetivou investigar e identificar os antigenos tumorais especificos em
CTVTs de ocorréncia natural e assim, ampliar conhecimentos sobre a resposta
humoral nesses pacientes. Verificar se anticorpos de animais portadores de CTVT
reconheceriam antigenos especificos em amostras tumorais e, ainda, se esses
anticorpos seriam capazes de reconhecer esses mesmos antigenos em diferentes
amostras de CTVT do Brasil e de diferentes regiées do mundo.

Anticorpos direcionados contra os antigenos tumorais do CTVT ja foram
detectados em soros de animais portadores (POWERS, 1968; COHEN, 1972;
EPSTEIN; BENNETT, 1974) e, além disso, esses anticorpos ja foram detectados
circulando em complexo com o0s antigenos tumorais sollUveis, assim como no
revestimento da superficie das células tumorais do CTVT (COHEN, 1972; EPSTEIN;
BENNETT, 1974; PALKER; YANG, 1985).

Apesar da importancia dos anticorpos em controlar o curso do CTVT, 0s seus
alvos (antigenos tumorais) ainda nao foram identificados em CTVT de ocorréncia
espontanea.

A razéo para resposta humoral espontanea em cancer ndo € conhecida, mas
pode-se incluir novos epitopos em proteinas expressas, alteracdes pos-
translacionais com relevancia imunolégica, padrées de expressdo especifica de
tecido alterados ou excesso de abundéancia de antigenos (FONSECA; DRANOFF,
2008, VESELY et al., 2011).
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Inicialmente, utilizou-se testiculo e utero como amostras controle
oriundas da Inglaterra e, como resultado, além dos anticorpos séricos terem
detectado antigenos especificos tanto na amostra de CTVT do mesmo animal
provedor do soro como em amostras de CTVT de diferentes caes do Brasil, e
ausente nas amostras de tecido controle, esses mesmos antigenos foram
igualmente detectados antes e ap0s tratamento quimioterapico. Adicionalmente, 0s
mesmos resultados foram encontrados quando amostras de tumores e soros de
diferentes regides geograficas e também amostras séricas coletadas antes e apds 0
tratamento quimioterapico foram utilizadas. Diante desses resultados, pressupde-se
que tais proteinas pudessem ser especificas do CTVT, ja que em seres humanos a
presenca de anticorpos contra antigenos tumorais especificos no soro de pacientes
com cancer € bem estabelecida (REUSCHENBACH; VON KNEBEL DOEBERITZ;
WENTZENSEN, 2009).

De acordo com Tan et al. (2009), embora parte da resposta imune
nesses pacientes seja o0 reconhecimento de antigenos que sao encontrados apenas
em tumores, a maioria dos anticorpos sao dirigidos contra antigenos proprios. Isto
ocorre porque a maioria dos antigenos do cancer sao derivados de proteinas
proprias mutadas ou modificadas. Estas proteinas sdo o produto do acumulo de
varias modificacbes genéticas nas células somaticas, que por sua vez, fornecem as
células cancerigenas vantagem sobre o crescimento e expansao clonal durante o
processo de tumorigénese (PARDOLL; 2003, VOGELSTEIN; KINZLER, 2004).

Em uma segunda etapa do presente trabalho, amostras do Equador
foram empregadas para 0s experimentos subsequentes. Foram empregadas
amostras controle (lingua) do mesmo animal provedor do tumor a ser testado,
procedimento ainda néo testado no laboratdrio. Além dessas amostras, foi utilizada
lingua de um cédo da Inglaterra com o objetivo de testar amostra controle de um
animal sem prévio contato com o CTVT.

De forma inusitada e surpreendente, houve deteccdo das bandas
nomeadas anteriormente “especificas”, ou seja, presentes somente nas amostras
tumorais e ausentes nas amostras controle, também nas amostras de tecido controle
(lingua), como também a mesma banda se revelou presente na amostra de lingua

de céo nao portador de CTVT da Inglaterra.
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Diante de tal fato, alguns questionamentos foram levantados: 1) As
bandas detectadas na amostra de lingua poderiam ser um produto de degradacao
de 1gG?; 2) As bandas detectadas poderiam ser decorrentes de um antigeno
exdgeno presente no CTVT e também na lingua? E ainda presente em tumores de
diferentes paises?; 3) As bandas detectadas poderiam ser o resultado da acdo de
anticorpos tumorais contra algumas préprias proteinas?

Todavia, é improvavel que a banda detectada na amostra de lingua seja
um produto da degradacédo de IgG, ja que no mesmo ensaio ndo houve deteccédo de
bandas, quando utilizou-se soro de cao britanico, como controle negativo.

Héa a possibilidade de tratar-se de um antigeno compartlhado com baixa
especificidade antigénica, presente na lingua e também no tecido tumoral e,
portanto, definido como reac¢éo cruzada. Entretanto, € remota a possibilidade de que
esse antigeno seja compartilhado entre tumores de diferentes paises. Ou ainda, de
o CTVT induzir em seu hospedeiro a producdo de anticorpos contra algumas
proteinas proprias.

Contudo, ha a possibilidade de que as bandas de peso molecular
semelhantes identificadas no tecido tumoral e na lingua néo sejam,
necessariamente, a mesma proteina. Assim, faz-se necessario o sequenciamento
proteico das bandas observadas na lingua para a afirmacdo de que estas possam
ser idénticas aquelas identificadas no tecido tumoral.

Quanto aos resultados obtidos por meio da espectrometria de massa,
ndo ha dados suficientes para afirmar que as proteinas do MHC-1 e MHC-II
identificadas, sejam realmente oriundas do tumor. Essas também poderiam ser
provenientes das células hospedeiras entremeadas nas células tumorais.

Embora apenas preliminar, esses resultados destacam a possibilidade
da utilizacdo de uma abordagem imunoprotedmica para a deteccdo de TAA em
CTVTs utilizando soro de caes portadores desta neoplasia.

A caracterizacdo desses antigenos tem o potencial de abrir novas areas
de pesquisa para ampliar o conhecimento sobre a biologia das células cancerigenas
do CTVT. Também pode proporcionar oportunidades para o desenvolvimento de
modelos de estudo para outros canceres e, ainda, fornecer informacdes sobre a

resposta imune e mecanismos de evasao em diferentes areas da pesquisa.
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7 CONCLUSAO

Mediante os resultados obtidos no presente estudo e nas condicbes em que foi

conduzido, permite-se concluir que:

v" N&o houve expressao génica de DLADQA-1 em CTVTs antes do tratamento
quimioterapico (M1) e em trés semanas apos o inicio da quimioterapia (M2)

v' Detectou-se maior expressao proteica de MHC-Il em M2 quando comparada
a M1 e, provavelmente, essa expressao deve-se as células estromais do
hospedeiro infiltradas na amostra tumoral.

v Em amostras de gDNA, constatou-se que a maior amplificacdo de DLADQA-1
em M1 foi procedente das células tumorais e, em M2 em sua maioria foi
proveniente das células hospedeiras.

v" Em amostras de cDNA, ndo houve expressdo de DLADQA-1 tumor alelo
especifico em M1 e em M2. Isto sugere que DLADQA-1 nado &,
significativamente, expresso em células de CTVT e que a expressao de
DLADQA-1 foi atribuida somente ao alelo do hospedeiro.

v' Constatou-se semelhanca genotipica do loco DLADQA-1 (exon 2) entre as
amostras tumorais, as quais diferem de seus hospedeiros corrrespondentes.

v" N&o houve predisposicdo genotipica para o desenvolvimento do CTVT nos
cées hospedeiros.

v" Observou-se maior numero de células imunomarcadas para CD3+ em M2 do
que em M1.

v" Nao foi possivel a identificacdo de antigenos tumorais especificos do CTVT.
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8 PERSPECTIVAS

O estudo de MHC em CTVT fornece uma viséo fascinante sobre a biologia da
persisténcia do enxerto e evasdo do sistema imune de células cancerigenas. Este
projeto proporcionou uma investigacdo preliminar sobre um dos locos do MHC-II e
sua expressdo no CTVT, o qual representa a evolucdo de uma célula cancerigena
para um parasita bem sucedido.

Em trabalhos futuros, pretende-se aprofundar os estudos sobre o MHC na
transmissdo e progressdo do CTVT e também estudar outros locos de MHC-I e
MHC-Il. Experimentos envolvendo locos génicos de MHC-I poderdo trazer
informacdes promissoras sobre este tema, jA que esta classe de proteinas é
expressa em todas as células somaticas.

Futuros projetos poderiam avaliar uma populacdo maior e mais diversa de
cées com intuito de comparacao dos genotipos MHC de cdaes com CTVT e cées que,
sabidamente, nunca tiveram contato com CTVT, por exemplo caes originalmente
britanicos. Com a baixa variabilidade genotipica das amostras dos hospedeiros, é
possivel que haja grupos genotipicos especificos identificados em caes com CTVT
que poderiam explicar sua susceptibilidade nesses pacientes. Outra possibilidade
seria comparar caes em diferentes fases da doenca e em diferentes momentos apés
a administracdo do sulfato de vincristina, o qual ainda continua sendo o principal
quimioterapico utilizado no tratamento do CTVT.

Embora a imunidade celular e MHC sejam implicados na progresséo tumoral,
sabe-se que a resposta humoral é relevante no CTVT. Prévios estudos relataram
que a resposta imune com anticorpos € organizada contra o CTVT (EPSTEIN;
BENNETT, 1974), especificamente com aumento de IgG (FENTON; YANG, 1988;
PEREZ; DAY; MOZOS, 1998). Estudos moleculares da resposta humoral poderéo
proporcionar um maior contexto para a compreensao das interagdes entre o CTVT e
seu hospedeiro.

Ainda, estudos futuros da B2-microglobulina e das células inflamatorias
no microambiente tumoral, bem como trabalhos envolvendo cultura de células
primarias e interleucinas, poderdo fornecer informacgfes adicionais pelo qual esse
cancer € capaz de escapar a deteccdo imunolégica como um parasita bem-

sucedido.
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Adicionalmente, uma investigagcdo mais precisa dos antigenos tumorais,
incluindo a utilizacdo de lingua e diversas outras amostras de tecido controle seria
fundamental para desvendar os resultados obtidos no presente estudo. A identidade
destes antigenos podera fornecer informacdes adicionais sobre os mecanismos
pelos quais o CTVT se evade do sistema imune como um enxerto alogénico,
fornecendo caminho néo s6 para a compreensao das estratégias de evasao imune
desta doenca infecciosa intrigante, mas, possivelmente, também no sentido de
elucidacdo dos mecanismos biolégicos que podem ser explorados para prevenir a

rejeicdo de enxertos em pacientes transplantados.
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APENDICE A — Questonario e termo de consentimento livre esclarecido respondido
e assinado pelos proprietarios dos animais incluidos no presente estudo

PROJETO TUMOR VENEREO TRANSMISSIVEL

Nome: RGHV: e
—_— Proprietario:
Sexo: O macho Raca: Endereco:
O fémea
Peso: Idade: Telefone:
cor: Cidade:
Vive em : O zona urbana O zona rural
Adquiriu o cédo: O filhote meses O adulto anos
Onde foi adquirido?
Vacinagdo: O somente qdo filhote 0 v8/V10 O Raiva O Outras
O adulto — anual 0 Vv8/V10 O Raiva O Outras
O n&o sabe
Vermifugacdo: O SIM. Quando? Nome/dose: O NAO

Alimentagdo: O Racdo [ Racéo e comida caseira [ Somente Comida Caseira (Qual?)

Ha contactantes? O SIM. Quantos/Assintomatico ou sintomatico? ONAO
Qual motivo consulta? Local?

Tempo de inicio: Secrecdo [ SIM. Aspecto/Coloragéo O NAO
Tipo evolugdo? Metastase? [1 SIM. Local? O NAO 0O INDETERMINADA
Recidiva? [J Sim. Quando/Quantas vezes? O NAO
Esta sendo tratado com alguma medica¢do? O SIM (qual?) (tempo?) O NAO
Foi tratado com alguma medicac&o nos ultimos 60 dias? O SIM (qual?) (tempo?) O NAO

Doengas anteriores: 0 NAO O SIM (qual?)

Castrado (a)? [0 SIM. Com qual idade? O NAO

Ciclo estral? [0 6/6meses [1 menos 6 meses [1 maior 6 meses [] n&o é observado. Duragéo (dias)

Tem acesso arua? [ SIM. Com qual frequéncia? O NAO
Jacruzou? 0O SIM. Gestacao (n° partos/Tipo)? O NAO

Ja apresentou pseudosciese? [J SIM. Frequéncia? O NAO

Uso de contraceptivos? O SIM. Quantas vezes/Intervalo/Nome O NAO
Alteracdo comportamental ap6s a observagéo do tumor? O Sim. Qual? O NAO

Achados clinicos: O sangramento vaginal/peniano [ anorexia [ apatia/ prostragdo [ melena

O vomito O diarréia O emagrecimento [ hematoquezia O hiporexia O PU/PD
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Exame Fisico: T°: FC: bpm FR: mpm TPC: seg

Hidratagdo: O normal O desidratacdo leve 0O desidratacdo moderada [ desidratac@o severa
Linfonodos:O normais O aumentados (quais)
Mucosas: O normais O hipocoradas O palidas O ictéricas O congestas O ciandéticas
Palpagcdo abdominal: O ndn O alterada

D]

Veterinario : Data: / /

TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO (TCLE)

Eu, , autorizo a

participacdo de meu(s) animal(is) nesta pesquisa, ciente que esta tem como finalidade o
estudo aprofundado deste tumor (TVT) para contribuir com o conhecimento cientifico.

Tendo em vista os itens acima apresentados e o que foi me informado verbalmente, eu, de
forma livre e esclarecida, manifesto meu consentimento em participar desta pesquisa.

Nome do proprietario (CPF/RG) Assinatura do proprietario
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APENDICE B — Resumo dos procedimentos realizados com as amostras
bioldgicas colhidas no presente estudo.

Grupo Amostra biolégica Extracao Técnicas realizadas

experimental

- Rearranjo LINE-1/c-myc
(gPCR)

- Deteccédo gene CDKN2A
gDNA (QPCR)

- Amplificacdo DLADQA-1
(gPCR)

- Sequenciamento genético
Tumor loco DLADQA-1

Animais cDNA - Express&o génica DLADQA-
port%dToVr_?s de 1 (RT-gPCR)

- Exame citolégico
Tumor - Exame histopatol6gico
- Exame imuno-histoquimico

- Western blotting

- Rearranjo LINE-1/c-myc
(gPCR)

- Detecgédo gene CDKN2A
Sangue dos cées gDNA (QPCR)

hospedeiro do CTVT

- Sequenciamento genético

loco DLADQA-1

Soro dos caes Soro - Western blotting
hospedeiros do CTVT

Sangue dos cées gDNA - Sequenciamento genético

controle loco DLADQA-1
Animais controle

Soro dos caes controle Soro - Western blotting




APENDICE C - Protocolos utilizados para a realizacdo da técnica de gPCR

Tabela 1C. Reagentes utilizados para realizacédo da técnica de
gPCR para os genes LINE-1/c-myc e CDKN2A com amostras
de gDNA, e também para DLADQA-1 exon 2 com amostras de

gDNA e cDNA
Componente Volume
SYBR Green Mix 10uL
Primers (5puM/primer) 2,4uL
DNA (20ng/uL) 0,5uL
Agua destilada 7,1uL
Volume total 20uL

Tabela 2C. Condi¢des de amplificacdo pela técnica de
gPCR para os genes LINE-1/c-myc e CDKN2A com
amostras de gDNA, e também para DLADQA-1 exon 2
com amostras de gDNA e cDNA

Estagio de amplificagdo Temperatura (°C) Tempo
Desnaturacdo inicial 95 10 minutos
40 ciclos 95 15 segundos
60 60 segundos
Curva de dissociagéo 60 15 segundos

95 15 segundos
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APENDICE D — Curvas padrdes construidas com os valores controles obtidos pela
técnica de gPCR

Ct(29T)LINEMYC Ct(29T)CDKN2A Ct(29T)B-ACTIN
32 \N\‘\\‘ 3 27
24 23.25 N\ 20.25 \‘\
) y = -3.9693x + 24.399 s y = -3.91B1x + 23.286 135 y = -3.7664x + 19.922
R = 0.9883 ) A2 = 0.9888 R# = 0.9902
8 7.75 6.75

Figura 1D. Curva padrdo de LINE-1/c-myc, CDKN2A e beta actina da técnica de
gPCR. Os valores no eixo x sdo o log (concentracdo de gDNA) da amostra 29T, o
qual foi utilizada para contrucdo dessas curvas padrdo. No eixo y apresentam-se 0s
valores Cq a cada uma dessas concentracdes de gDNA conhecidas.

Ct(29T) DLADQA-1 tumor alelo esp Ct(29T) DLADQA-1 nao alelo esp. Ct(29T)B-ACTIN
36 34 38
7 l\’\\"\*\s i H\_@ " L\\
18 Yy =-4.4149x + 21.559 - Y =-4.2692x + 20.758 16 y =-4.6311x + 19.58
A2 = 0.9384 Rz =0.8313 : 8¢ = 0.9463
q 8.5
1}

Figura 2D. Curva padrdo de DLADQA-1 tumor alelo especifico, DLADQA-1 néo
alelo especifico e Beta Actina da técnica de qPCR. Os valores no eixo x sdo o log
(concentracdo de gDNA) da amostra 29T, o qual foi utilizada para contrucéo dessas
curvas padrdao. No eixo y apresentam-se os valores Cg a cada uma dessas
concentracdes de gDNA conhecidas.

Ct(29T) DLADQA-1 tumor alelo esp Ct(29T) DLADQA-1 néo alelo esp. Ct(29T)B-ACTIN

d N i i
2025 20.25 \\‘ 255 .
y = -3.2316x + 20.725 y = -3.4296X + 19.749 1 y = -3.2985x + 18.818

R?=0.9923 R = 0.9965 R = 0.9958

Figura 3D. Curva padrdo de DLADQA-1 tumor alelo especifico, DLADQA-1 néo
alelo especifico e Beta Actina da técnica de RT-gPCR. Os valores no eixo x séo o
log (concentracdo de cDNA) da amostra 29T, o qual foi utilizada para contrucéo
dessas curvas padrdo. No eixo y apresentam-se os valores Cq a cada uma dessas
concentracdes de cDNA conhecidas.



APENDICE E — Protocolos utilizados para a realizaco da técnica de cPCR

Tabela 1E. Reagentes utilizados para realizacdo da técnica de
cPCR para o0 gene DLADQA-1 com amostras de gDNA

Componente Volume
10X Tampéao 5uL
10mM dNTPs 0,5 puL
Primer Forward 10uM 0,5 uL
Primer Reverse 10uM 0,5 uL
Amostra de DNA 5uL
Taqg DNA Polimerase* 0,125 uL
Agua destilada 13,375 uL

* One taq DNA polymerase New England BiolLabs.

Tabela 2E. Condi¢des de amplificacéo pela técnica de
cPCR para o0 gene DLADQA-1 com amostras de gDNA

Fase Temperatura Tempo
Desnaturacdo inicial 94°C 30 segundos
30 ciclos Desnaturacéo 94°C 30 segundos
Hibridizacao 60°C 30 segundos
Extensao 68°C 40 segundos

Extensao final 68°C 5 minutos
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APENDICE F — Tampdes utilizados na técnica de Western blotting

Tabela 1F. Tampé&o de corrida (MES 1x)

Componente Volume
Tampao MES 10x* 200 mL
Agua milli-Q 1800 mL
Volume total 2000 mL

*Tampado MES 10x: 97,6g MES; 60,69 Tris Base; 3g EDTA; 10g SDS; 1000 mL agua
milli-Q

Tabela 2F. Tampéao de transferéncia

Componente Volume
Glicina 14,49
Tris Base 39
Metanol 200 mL
Agua milli-Q 800 mL
Volume total 1000 mL

Tabela 3F. Tampé&o PBS 1x

Componente Volume
PBS 1 pastilha PBS**

Agua destilada 1000 mL

Volume total 1000 mL

**Sigma (St Louis, Missouri, EUA)

Tabela 4F. Tampé&o PBS 10x

Componente Volume
PBS 10 pastilhas PBS**

Agua destilada 1000 mL

Volume total 1000 mL

**Sigma (St Louis, Missouri, EUA)



Tabela 5F. Tampé&o PBS tween
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Componente Volume
PBS 10x 200 mL
Agua milli-Q 1800 mL
Tween 20 1mL
Volume total 2000 mL
Tabela 6F. Tampéo TBST
Componente Volume
TBS 10x*** 200 mL
Agua milli-Q 1800 mL
Tween 20 1mL
Volume total 2000 mL

*** Tampdo TBS 10x: 62,5g Tris HCL; 12,4g Tris Base; 64,56g NaCl; 1000 mL agua

milli-Q
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APENDICE G — Sequenciamento de proteinas obtido pela espectrometria de massa

Amostra 756TF
Bandas Descrigcéo NUumero Sequenciamento proteina
proteina peptideos
45kDa | MHC class | MEVVMPRALLVLLSAALAVTLTRAGSHSLRYFYTSVSRPGR
DLA-88 GDPRFIAVGYVDDTQFVRFDSDAATGRMEPRAPWMEQEG
OS=Canis 46 PEYWDRETRTVKETAQRYRVDLDTLRGYYNQSEAGSHTR
familiaris QTMYGCDLGPGGRLLRGYSQDAYDGADYIALNEDLRSWT
PE=3 Sv=1 AADTAAQITRRKWEAAGTAEHDRNYLETTCVEWLRRYLE
MGKETLLRAEPPSTRVTRHPISDHEVTLRCWALGFYPAEIT
LTWQRDGEDQTQDTEVVDTRPAGDGTFQKWAAVVVPSG
QEQRYTCHVQHEGLAEPVTRRWEPSPLSTIVIVSIAALVLL
VVSGVIGAVIWRKQRSGGKGPGYSHAARDDSAQGSDVS
LTAPRV
MHC class | 40 MVPGTLALLLSGALAVTLTRAGSHSLRYFYTSVSRPGRGDP
DLA-12 RFIAVGYVDDTQFVRFDSDAATGRMEPRAPWVEQEGPEY
OS=Canis WDPQTRTIKETARTFRVDLDTLRGYYNQSEAGSHTFQWM
familiaris FGCDLGPGGRLLRGYSQDAYDGADYIALNEDLRSWTAAD
PE=3 Sv=1 AAAQITRRKREAAGDAGHLRNYLETTCVEWLRRYLEMGKE
TLLRAEPPSTRVTRHPVSDHEVTLRCWALGFYPAEITLTWQ
RDGEDQTQDTEVVDTRPAGDGTFQKWAAVVVPSGQEQR
YTCHVQHEGLVEPVTRRWEPSPLSTIVIVSIAALVLLVVAG
VIGAVIWRKQRSGGKGPGYSHAARDDSAQGSDVSLTAPR
\Y
DLA class | 32 MEVVMPRALLVLLSAALALTPTRAGSHSLRYFYTSVSRPGA
histocompa GDPRFIAVGYVDDTQFVRFDSDAATGRMEPRAPWVEQEG
tibility PEYWDRQTRTIKETARTFRVDLDTLRGYYNQSEAGSHTRQ
antigen, TMYGCDLGPDGRLLRGYSQDAYDGADYIALNEDLRSWTA
A9/A9 ADTAAQITQRKWEAAGVAELQWRNYLETTCVEWLRRYLE
alpha chain MGKETLLRADPPSTRVTHHPVSDHEVTLRCWALGFYPAEI
OS=Canis TLTWQRDGEDQTQDTEVVDTRPAGDGTFQKWAAVVVPS
familiaris GQEQRYTCHVQHEGLPEPITRRWEPSPLSTIVIVSIAALVLL
PE=2 Sv=1 VVAGVIGAVIWRKQRSGGKGPGYSHAARDDSAQGSDVS
LTAPRV
MHC class 6 MVCLCFLGGSWMTALMLILMVLNPPLAWARDTPPHFLEMV
Il DR beta KFECHFTNGTERVRYLARDIYNREEILRFDSDVGEYRAVTE
1 OS=Canis LGRPIAESWNRQKEILEQRRAAVDTYCRHNYGVIESFAVQ
familiaris RRVEPTVTVYPTKTQTLQHHNLLVCSVNGFYPGHIEVRWL
GN=DLA- RNGQEEEAGVVSTGLIRNGDWTFQILVMLEIVPQSGEVYT
DRB1 PE=4 CQVEHPSLTSPVTVEWRAQSDSAQSKMLSGIGGFVLGLLF
sv=1 LAVGLFIYFRNQKGHSGLQPTGLLS
MHC class 3 MTISGVPVLGFFIMAFLMGPQESWAVKEEHVIIQAEFYLTP
Il antigen DPSGEFMFDFDGDEIFHVDMEKKETVWRLEEFGRFASFEA
DR alpha QGALANIAVDKANLDTMIKRSNHTPNTNEVTVLSNTPVEL
OS=Canis GEPNILICFIDKFSPPVINVTWLRNGNPVTTGVSETIFLPRE
familiaris DHLFRKFHYLPFLPSAEDVYDCKVEHWGLDEPLLKHWEFE
GN=DLA- PPTPLPETTENVVCALGLIVGLVGIITGTIFIIKGMRKVKAGE
DRA1 PE=3 RRGPL
sv=1
39kDa | MHC class | 12 MEVVMPRALLVLLSAALAVTLTRAGSHSLRYFYTSVSRPGR
DLA-88 GDPRFIAVGYVDDTQFVRFDSDAATGRMEPRAPWMEQEG
OS=Canis PEYWDRETRTVKETAQRYRVDLDTLRGYYNQSEAGSHTR
familiaris QTMYGCDLGPGGRLLRGYSQDAYDGADYIALNEDLRSWT
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PE=3 Sv=1 AADTAAQITRRKWEAAGTAEHDRNYLETTCVEWLRRYLE
MGKETLLRAEPPSTRVTRHPISDHEVTLRCWALGFYPAEIT
LTWQRDGEDQTQDTEVVDTRPAGDGTFQKWAAVVVPSG
QEQRYTCHVQHEGLAEPVTRRWEPSPLSTIVIVSIAALVLL
VVSGVIGAVIWRKQRSGGKGPGYSHAARDDSAQGSDVS
LTAPRV

MHC class 7 MTISGVPVLGFFIMAFLMGPQESWAVKEEHVIIQAEFYLTP
Il antigen DPSGEFMFDFDGDEIFHVDMEKKETVWRLEEFGRFASFEA
DR alpha QGALANIAVDKANLDTMIKRSNHTPNTNEVTVLSNTPVEL
OS=Canis GEPNILICFIDKFSPPVINVTWLRNGNPVTTGVSETIFLPRE
familiaris DHLFRKFHYLPFLPSAEDVYDCKVEHWGLDEPLLKHWEFE
GN=DLA- PPTPLPETTENVVCALGLIVGLVGIITGTIFIIKGMRKVKAGE

DRA1 PE=3 RRGPL

sv=1
MHC class 4 MVCLCFLGGSWMTALMLILMVLNPPLAWARDTPPHFLEMV
Il DR beta KFECHFTNGTERVRYLARDIYNREEILRFDSDVGEYRAVTE
1 OS=Canis LGRPIAESWNRQKEILEQRRAAVDTYCRHNYGVIESFAVQ
familiaris RRVEPTVTVYPTKTQTLQHHNLLVCSVNGFYPGHIEVRWL
GN=DLA- RNGQEEEAGVVSTGLIRNGDWTFQILVMLEIVPQSGEVYT
DRB1 PE=4 CQVEHPSLTSPVTVEWRAQSDSAQSKMLSGIGGFVLGLLF
sv=1 LAVGLFIYFRNQKGHSGLQPTGLLS
Amostra 768TF
Bandas Descrigcéo Numero Sequenciamento proteina
proteina peptideos
45kDa | MHC class | MEVVMPRALLVLLSAALAVTLTRAGSHSLRYFYTSVSRPGR
DLA-88 52 GDPRFIAVGYVDDTQFVRFDSDAATGRMEPRAPWMEQEG
OS=Canis PEYWDRETRTVKETAQRYRVDLDTLRGYYNQSEAGSHTR
familiaris QTMYGCDLGPGGRLLRGYSQDAYDGADYIALNEDLRSWT

PE=3 Sv=1 AADTAAQITRRKWEAAGTAEHDRNYLETTCVEWLRRYLE
MGKETLLRAEPPSTRVTRHPISDHEVTLRCWALGFYPAEIT
LTWQRDGEDQTQDTEVVDTRPAGDGTFQKWAAVVVPSG
QEQRYTCHVQHEGLAEPVTRRWEPSPLSTIVIVSIAALVLL
VVSGVIGAVIWRKQRSGGKGPGYSHAARDDSAQGSDVS
LTAPRV

DLA class | 32 MEVVMPRALLVLLSAALALTPTRAGSHSLRYFYTSVSRPGA

histocompa GDPRFIAVGYVDDTQFVRFDSDAATGRMEPRAPWVEQEG

tibility PEYWDRQTRTIKETARTFRVDLDTLRGYYNQSEAGSHTRQ
antigen, TMYGCDLGPDGRLLRGYSQDAYDGADYIALNEDLRSWTA
A9/A9 ADTAAQITQRKWEAAGVAELQWRNYLETTCVEWLRRYLE
alpha chain MGKETLLRADPPSTRVTHHPVSDHEVTLRCWALGFYPAEI
OS=Canis TLTWQRDGEDQTQDTEVVDTRPAGDGTFQKWAAVVVPS
familiaris GQEQRYTCHVQHEGLPEPITRRWEPSPLSTIVIVSIAALVLL

PE=2 Sv=1 VVAGVIGAVIWRKQRSGGKGPGYSHAARDDSAQGSDVS
LTAPRV

DLA-12 34 MEVVMPRALLVLLSAALAVTLTWAGSHSLRYFYTSVSRPG
OS=Canis RGDPRFIAVGYVDDTQFVRFDSDAATGRMEPRAPWVEQE
familiaris GPEYWDPQTRTIKETAQRYRVSLDTLRGYYNQSEAGSHTR

PE=3 Sv=1 QTMYGCDLGPGGRLLRGYRQEAYDGADYIALNEDLRSWT

AADAAAQITRRKWEAAGTAEHEKNYLEMTCVEWLRRYLE
MGKETLLRAEPPSTRVTRHPFSDREVTLRCWALGFYPAEIT
LTWQRDGEDQTQDTEVVDTRPAGDGTFQKWAAVVVPSG
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QEQRYTCHVQHEGLAEPVTRRWEPSPLSTIVIVSIAALVLL
VVAGVIGAVIWRKQRSGGKGPGYSHAARDDSAQGSDVS
LTAPRV

39kDa | MHC class | 17 MEVVMPRALLVLLSAALAVTLTRAGSHSLRYFYTSVSRPGR
DLA-88 GDPRFIAVGYVDDTQFVRFDSDAATGRMEPRAPWMEQEG
OS=Canis PEYWDRETRTVKETAQRYRVDLDTLRGYYNQSEAGSHTR
familiaris QTMYGCDLGPGGRLLRGYSQDAYDGADYIALNEDLRSWT
PE=3 SV=1 AADTAAQITRRKWEAAGTAEHDRNYLETTCVEWLRRYLE
MGKETLLRAEPPSTRVTRHPISDHEVTLRCWALGFYPAEIT
LTWQRDGEDQTQDTEVVDTRPAGDGTFQKWAAVVVPSG
QEQRYTCHVQHEGLAEPVTRRWEPSPLSTIVIVSIAALVLL
VVSGVIGAVIWRKQRSGGKGPGYSHAARDDSAQGSDVS
LTAPRV
MHC class 3 MTISGVPVLGFFIMAFLMGPQESWAVKEEHVIIQAEFYLTP
Il antigen DPSGEFMFDFDGDEIFHVDMEKKETVWRLEEFGRFASFEA
DR alpha QGALANIAVDKANLDTMIKRSNHTPNTNEVTVLSNTPVEL
OS=Canis GEPNILICFIDKFSPPVINVTWLRNGNPVTTGVSETIFLPRE
familiaris DHLFRKFHYLPFLPSAEDVYDCKVEHWGLDEPLLKHWEFE
GN=DLA- PPTPLPETTENVVCALGLIVGLVGIITGTIFIIKGMRKVKAGE
DRA1 PE=3 RRGPL
sv=1
MHC class 4 MVCLCFLGGSWMTALMLILMVLNPPLAWARDTPPHFLEMV
I DR beta KFECHFTNGTERVRYLARDIYNREEILRFDSDVGEYRAVTE
1 OS=Canis LGRPIAESWNRQKEILEQRRAAVDTYCRHNYGVIESFAVQ
familiaris RRVEPTVTVYPTKTQTLQHHNLLVCSVNGFYPGHIEVRWL
GN=DLA- RNGQEEEAGVVSTGLIRNGDWTFQILVMLEIVPQSGEVYT
DRB1 PE=4 CQVEHPSLTSPVTVEWRAQSDSAQSKMLSGIGGFVLGLLF
sv=1 LAVGLFIYFRNQKGHSGLQPTGLLS
MHC class 3 MILNRVLILGTLILTIMMSPSGGEEIVADHVANYGINVYQS
I DLA YGPSGQYTHEFDGDEEFYVDLEKKETVWRLPVFSTFRSFD
DQalpha PQGALRNLAIKQNLNIMTKRSNQTAATNEVPEVTVFSKSP
chain VMLGQPNTLICLVDNIFPPVINVTWLKNRHSVTEGVSETSF
OS=Canis FAKGDHSFSKISYLTFLPSAEDIYDCKVEHWGLDEPLLKH
familiaris WEPEVPTPMSELTETVVCALGLAVGLVGIVMGTVFIIQGLR
GN=DLA SGGTSRHQGPL
DQA PE=2

Sv=1




