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RESUMO

O melanoma oral canino € a principal neoplasia maligna da cavidade oral em
cédes e € considerada uma doenca muito agressiva. A taxa metastéatica é de cerca
de 80% e pode se disseminar para linfonodos regionais, pulmdes e outros
orgaos. Estudos recentes demonstraram que alteracdes na expressao génica do
melanoma humano e canino compartilham ativacéo e sensibilidade a inibicédo de
vias de sinalizacdo relacionadas ao cancer. O ganho e/ou perda no nimero de
copias pode alterar o nivel de expressao de oncogenes e adquirir vantagens
tumorais conferidas por essas amplificacdes focais causando um rearranjo
cromossOmico estrutural. O objetivo deste estudo foi avaliar amplificagdes focais
no cromossomo 10 e 30 (Canis familiaris 10 e 30) de melanoma oral canino
utiizando PCR quantitativo e correlaciona-las com aspectos clinicos e
patolégicos. Foram analisados 45 tumores e como resultado ndo houve
amplificacédo focal para o CFA 30 nas amostras avaliadas. Para o gene MDM2
do CFA 10 apenas duas amostras apresentaram amplificacdo e no gene CDK4
todas as amostras apresentaram amplificacdo. Como nao pode ser definido um
padrao entre as amplificacdes encontradas e os fatores progndésticos analisados,

nao foi identificada relevancia na rotina clinica para estes marcadores.

Palavras-chave: tumores melanociticos, PCR quantitativo, CFA10, CFA30.



ABSTRACT

Canine oral melanoma is the main malignant neoplasm of the oral cavity in dogs,
and it is considered very aggressive disease. The metastatic rate is round 80%
and can spread to regional lymph nodes, lungs and other organs. Recent studies
demonstrated that alterations in human and canine melanoma gene expression
share activation and sensitivity to inhibition of cancer-related signaling pathways,
the gain and/or loss in copy number can alter the level of expression of
oncogenes and acquire tumor advantages conferred by these focal amplifications
causing a structural chromosomal rearrangement. The aim of this study was to
evaluate focal amplifications on chromosomes 10 and 30 (Canis Familiaris 10
and 30) using quantitative PCR of canine oral melanoma and correlate them with
clinical and pathological aspects. 45 tumors were analyzed and as a result there
was no focal amplification for the CFA 30 in the evaluated samples, for the MDM2
gene of the CFA 10 only two samples presented amplification and in the CDK4
gene all samples presented amplification, as a pattern between the samples
cannot be defined. amplifications found and the prognostic factors analyzed, no

relevance was identified in the clinical routine for these markers.

Keywords: melanocytic tumors, quantitative PCR, CFA10, CFA3O0.



CAPITULO 1

1. INTRODUCAO E JUSTIFICATIVA

O melanoma é um cancer com origem em melanécitos, sendo
relativamente comum nos caes, e abrange 3% de todas as neoplasias que
acometem esta espécie (VON EULER et al., 2008, BERGMAN; SELMIC; KENT,
2020). E responséavel pela maior porcentagem de neoplasias malignas da
cavidade oral (56%) e pode acometer outros locais como labios (23%), pele
(11%) e digitos (8%) (BERGMAN; SELMIC; KENT, 2020). O melanoma oral
canino é considerado agressivo com taxa de metastase acima de 80%, podendo
se disseminar para linfonodos regionais e outros 0rgaos, principalmente pulmdes
(BERGMAN; SELMIC; KENT, 2020).

O tratamento do melanoma oral canino consiste em cirurgia, radioterapia
e quimioterapia, como terapias unicas ou multimodais e podem ser usadas para
controle local e sistémico da neoplasia (FREEMAN et al., 2003, BORIA et al.,
2004, BERGMAN; SELMIC; KENT, 2020). Novas terapias também estdo sendo
estudadas, como eletroquimioterapia para controle local da doenca (SPUGNINI,
et al., 2007, SPUGNINI & BALDI, 2019) e imunoterapia no tratamento sistémico
(MELLMAN et al., 2011, ALMELA & ANSON, 2019). O indice mitético tem valor
prognostico em termos de probabilidade de sobrevivéncia, neoplasias com
figuras de mitose acima de 4 mitoses em 10 campos de 400x tem pior
prognostico. Melanomas amelanéticos foram associados a um indice mitético
maior, em comparacao com neoplasias com pigmentos melanicos no citoplasma.
Na andlise imuno-histoquimica, o0 aumento da expressdo do Ki-67 esta
correlacionado com propensdo metastatica moderada a alta (BERGMAN;
SELMIC; KENT, 2020).



Alteragdes genéticas somaticas sdo importantes para determinarmos o
comportamento biolégico das neoplasias, como também encontrar alvos
terapéuticos possiveis que auxiliem no tratamento (HENDRICKS et al., 2018,
WONG et al.,, 2019). Na genética do melanoma oral canino, 0 cromossomo
canino, Canis Familiaris (CFA) é caracterizado por diversos ganhos ou perdas
em regides cromossémicas, com essa analise determinam-se as alteragcdes no
nimero de copias (HENDRICKS et al., 2018, WONG et al., 2019). Em estudo
recente, amplificacdes focais de CFA 30 foram frequentemente encontradas no
melanoma oral canino e estdo associadas a um resultado ruim e a outros fatores
prognosticos como um alto indice mitético e fendtipo amelanético (POORMAN
et al., 2015, PROUTEAU & ANDRE, 2019, PROUTEAU et al., 2020). A taxa de
sobrevida média observada para cdes com amplificacdes em CFA 30 foi de 159
dias, contra 317 dias de caes sem amplificacbes (PROUTEAU et al., 2020).

Outro cromossomo que frequentemente foi associado a mudancas
estruturais no genoma de melanomas orais caninos foi o CFA 10, apresentando
ganho no numero de coépias seguido de perda e associado a oncogenes que
também apresentaram relevancia no melanoma de mucosa humano
(POORMAN et al., 2015, BROCCA, et al., 2019, ZAMBONI, et al., 2020,
PROUTEAU, et al., 2022).

Assim, o presente estudo pretende avaliar as amplificacbes somaticas
focais nos cromossomos 10 e 30 do melanoma oral canino e correlacionar com
fatores prognésticos e clinico patoldgicos, fazendo a analise histopatoldgica das
amostras de melanomas orais, levantamento dos dados clinicos e correlacao
com as mutacdes encontradas nos cromossomos 10 e 30 por meio de PCR em

tempo real.

2. REVISAO DA LITERATURA

2.1 Melanoma Oral Canino

Melanomas originam-se de melandcitos que séo células dendriticas com
origem embrionaria no neuroectoderma e que se deslocam para derme,
epiderme, mucosas e olhos na embriogénese (SMITH et al., 2002, NISHIYA et
al., 2016).



O melanoma canino pode acometer locais como |&bios, pele, cavidade
oral e digitos, sendo os dois ultimos com comportamento biolégico mais
agressivo (BERGMAN; SELMIC; KENT, 2020). Gengiva e mucosa labial s&o os
locais mais comuns de melanoma em cavidade oral (RAMOS-VARA et al., 2000).

A etiologia do melanoma oral canino ainda ndo é bem conhecida, sabe-
se que provavelmente ndo ha envolvimento de exposicao a radiagdo solar como
acontece no melanoma cutaneo. Provaveis causas como traumas, microbiota da
cavidade oral, exposicao a produtos quimicos e inflamacéo podem culminar para
a carcinogénese (NISHIYA et al., 2016).

Caes com mucosa altamente pigmentada tem maior risco de desenvolver
melanoma oral, as racas mais citadas pelos recentes estudos sdo Cocker
Spaniel, Poodle, Chow Chow, Golden Retriever, mistura de racas com Pequinés
e Poodle, Labrador, Rottweiler e Yorkshire. (RAMOS-VARA et al., 2000,
DOBSON, 2013, GILLARD et al., 2014, PROUTEAU & ANDRE, 2019). Acomete
animais idosos, com média de idade entre 10-11 anos e ndo tem predisposi¢ao
sexual (PROUTEAU & ANDRE, 2019).




FIGURA 1: Arquivo pessoal — melanoma oral canino em regido caudal de

mandibula.

FIGURA 2: Arquivo pessoal — metastase de melanoma oral canino em linfonodo

mandibular.

2.2 Sinais clinicos e diagnostico

Os melanomas podem se caracterizar como massas pequenas ou
grandes, pigmentadas ou amelanicas, planas ou verrucosas, com ou sem
ulceracado, localizadas mais comumente em gengiva e labios, mas podem
acometer palato, tonsilas, lingua e faringe (RAMOS-VARA et al., 2000,
PROUTEAU & ANDRE, 2019, PALMA et al., 2021). Os principais sinais clinicos
sdo disfagia, sialorreia, halitose, sangramento e por vezes fraturas devido a
invasdo 6ssea tumoral (SMITH et al., 2002, PROUTEAU & ANDRE, 2019).

A taxa de metastase em melanomas orais é acima de 80%, podendo se
disseminar para linfonodos regionais e outros 6rgaos, principalmente pulmdes.
Cerca de 40% dos linfonodos em tamanho normal podem apresentar metastase
no exame citopatolégico ou histopatoldégico, porém com baixa taxa de
sensibilidade da citologia para linfonodos metastaticos em cées, entre 63% e
78% (WILLIAMS & PACKER, 2003, FOURNIER et al., 2018, BERGMAN;
SELMIC; KENT, 2020, PALMA et al., 2021).



Segundo a Organizagdo Mundial de Saude (OMS) os estagios clinicos
definidos para o melanoma oral canino definem como estagio | neoplasias
menores que 2 cm sem metastase em linfonodo, estagio Il incluem neoplasias
entre 2 e 4 cm sem envolvimento de linfonodos, neoplasias acima de 4 cm com
ou sem envolvimento de linfonodos sé@o caracterizados como estagio Ill e por
fim, neoplasias de qualquer tamanho, porém com metastase distante sdo
classificadas como estégio IV (BERGMAN; SELMIC; KENT, 2020). As taxas de
sobrevida variam com o estagio clinico, pacientes em estagio | podem ter
sobrevida de até 19 meses, ja pacientes em estagio Il tem taxa de sobrevida
relatada em até 6 meses (BERGMAN; SELMIC; KENT, 2020).

A hip6tese de metastase paralela € pensada para tumores como o
melanoma oral canino, a ideia de que diferentes subpopulacfes de células do
tumor primario sdo responsaveis pela disseminacdo metastatica e que muitas
vezes acontece em paralelo a disseminacao regional para cadeia linfatica e a
disseminacéao a distancia (SANBORN et al., 2015, PALMA et al., 2021). Um novo
estudo mostrou que camundongos com melanoma possuiam metastases
pulmonares que se originaram tanto de linfonodos quanto do tumor primario
(PEREIRA, et al., 2018, PALMA et al., 2021). O que reforca a necessidade de a
avaliacdo do paciente com melanoma oral incluir exames complementares de
imagem, além dos sanguineos e patologicos.

O diagnostico de melanomas orais € feito principalmente através do
exame histopatoldgico por bidpsia incisional, a citologia aspirativa pode até ser
realizada, porém comumente nao é satisfatéria devido ao alto grau de inflamacao
e necrose presentes nesses tumores (BERGMAN; SELMIC; KENT, 2020).

Os melanomas podem ser divididos quanto ao tipo celular, dependendo
da forma da célula, sédo do tipo epiteliéides com células redondas e poligonais,
fusiformes parecidos com fibroblastos e mistos que podem apresentar ambos 0s
tipos celulares (NISHIYA et al., 2016). O tipo histolégico aparentemente ndo tem
correlacdo com o prognoéstico da doenca (FONSECA-ALVES et al., 2021).

A imuno-histoquimica pode ajudar a diferenciar de carcinomas e
sarcomas 0s melanomas amelandticos, que compdem 1/3 dos melanomas
caninos (NISHIYA et al., 2016, PROUTEAU & ANDRE, 2019). Podem ser usados

como marcadores moleculares, pois sdo proteinas presentes em muitos



melanomas: MELAN-A, PNL-2, HMB45, TRP-1 e TRP-2 (FONSECA-ALVES et
al., 2021).

Na imuno-histoquimica para determinar a origem melanocitica de um
tumor € realizado um painel de anticorpos contra PNL2, Melan-A, TRP-1 e TRP-
2 (SMEDLEY et al., 2011, HARDWICK, 2021), SOX-10 é um marcador usado
para diagnosticar neoplasias melanociticas em humanos, um estudo recente na
veterindria avaliou a imunomarcacdo em melanomas orais fusiformes
amelandticos e sarcomas de tecidos moles orais, 20 melanomas e 20 sarcomas,
todos os 20 melanomas orais e 2 dos 20 sarcomas foram marcados para SOX-
10, resultando em 100% de sensibilidade e 90% de especificidade para este
anticorpo (TSOI et al., 2021, SMEDLEY et al., 2022).

2.3 Fatores prognosticos

As alteracbes histopatologicas encontradas que ajudam como
marcadores prognasticos no melanoma oral séo principalmente o indice mitotico,
atipia nuclear, grau de pigmentacao e o nivel de invasao/infiltracdo (SMEDLEY
et al., 2011, FONSECA-ALVES et al., 2021).

Em células pouco diferenciadas a atipia celular sera vista por nucléolos
maiores e irregulares, muitas vezes multiplos, podem ter aparéncia vacuolizada
grosseira e situados a margem. Um estudo definiu uma escala de 1 a 10
representando a estimativa de porcentagem de atipia nuclear em 200 células
contadas (0= sem atipia, 1= 1-19% de nucleos envolvidos, 2= 10-19% de nucleos
envolvidos, 3= 20-29% e assim por diante, até completar a pontuacdo de 10)
(SPANGLER & KASS, 2006), para melanomas orais caninos foi entdo
classificado um limite de =4 (= 30%) para um prognéstico desfavoravel (BERGIN
et al.,2011, SMEDLEY et al., 2011).

O indice mitético de melanomas orais caninos € de = 4 figuras de mitose
em contagem de 10 campos em objetiva de 40x. Pacientes com alto indice
mitético demonstram pior prognodstico, = 4 figuras possuem risco de morte em
até 1 ano de diagnéstico (SMEDLEY et al., 2011, SMEDLEY, et al., 2022).

Um alto grau de pigmentacdo com = 50 % de pigmento nas células
demonstrou ter prognéstico mais favoravel, jA& cdes com melanomas
amelanodticos apresentam sobrevidas mais curtas. Por outro lado, existem

resultados ndo previsiveis em melanomas com moderada, baixa ou sem



pigmentacdo, ndo podendo ser avaliado como fator Unico para o prognostico
(SMEDLEY et al., 2011, FONSECA-ALVES et al., 2021, SMEDLEY et al., 2022).

Andlise histopatologica de melanomas com representacao de figura de
mitose e grau de pigmentacéo estdo representados na Figura 3 abaixo.
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FIGURA 3: A: melanoma oral com alto grau de pigmentacdo (>50%); B e D:

melanomas orais amelanoticos; D: figura de mitose.

O Ki-67 foi avaliado como Unico marcador molecular estabelecido como
prognostico para melanomas orais e cutaneos e € uma proteina nuclear que se
expressa em todas as fases do ciclo celular, salvo a fase de repouso, mostrando
ser mais especifico que o indice mitético que se expressa apenas na fase M
(BERGIN et al., 2011, SMEDLEY et al., 2011, SMEDLEY et al., 2022). No

melanoma oral canino, o valor de Ki-67 definido como limite ideal foi de > 19,5,



esse valor apresentou maior sensibilidade (87,1%) e maior especificidade
(85,4%) para prever a sobrevida de 1 ano pés-diagndéstico, sendo valores > 19,5
de tumores com pior prognostico (BERGIN et al., 2011).

Na busca de novos marcadores para 0 melanoma oral canino novos
estudos estdo sendo feitos com analise de DNA, RNA, imuno-histoquimica e
linhagens celulares (HARDWICK, 2021).

Receptores de fator de crescimento PDGFR se mostram significativos
para melanoma oral canino, tumores positivos para PDGFRa e PDGFR tém
pior prognéstico (THAMM et al., 2010, IUSSICH et al., 2017, HARDWICK, 2021).

A ativacéo de duas vias mitogénicas se mostra importante no melanoma
oral canino envolvendo ativacdo de eventos e cascata de fosforilagcdo, as vias
MAPK (Mitogen-activated protein kinases) e PI3K (Phosphoinositide 3-kinase)
(RUSSO et al., 2009, HARDWICK, 2021), em cées a ativacao dessas vias pode
ser obtida através da perda do gene SPREDL1 (Sprouty Related EVH1 Domain
Containing 1) e ganho do gene TRMP7 (Transient Receptor Potential Cation
Channel Subfamily M Member 7) (POORMAN et al., 2015, HARDWICK, 2021).
Além disso, estudos mostram que a interferéncia nas vias MAPK e PI3K sao
compartilhadas tanto pelo melanoma canino quanto pelo humano, mesmo que
por diferentes mecanismos (FOWLES et al., 2015, PROUTEAU et al., 2020).

Alteracbes genéticas se apresentam recorrentes e provaveis de colaborar
para a agressividade do melanoma oral canino, estdo associadas em alteracdes
do cromossomo Canis familiaris (CFA), com ganhos totais nos cromossomos 13,
17, 20, 29 e 36 e perdas totais nos CFA 2, 22 e 27. Os cromossomos 10 e 30
apresentam tanto perdas como ganhos focais (POORMAN et al., 2015,
HENDRICKS et al., 2018, BROCCA et al.,, 2019, WONG et al., 2019,
HARDWICK, 2021). Um estudo realizou PCR quantitativo e detectou
amplificacBes focais em 49,3% dos casos no CFA 10 e em 50,7% no CFA30, a
amplificacdo focal no CFA 30 é correlacionada com tumores de fendtipo
amelanodtico, alto indice mitético e com menor tempo de sobrevida focal
(PROUTEAU et al., 2020).

Outro estudo detectou ganhos e perdas afetando cromossomos, CFA 10,
13 e 30 apresentaram regidao de ganho recorrente, enquanto CFA 10, 11, 22 e
30 apresentaram regides de perda. Em 37% das amostras o CFA 13 mostrou

ganho de cromossomo inteiro e 25% das amostras o CFA 22 mostrou perda de



cromossomo inteiro. Genes relacionados as vias MAPK e PI3K foram os mais
frequentemente envolvidos (BROCCA et al., 2019).

2.4 Tratamento e progndstico

O tratamento cirargico com amplas margens, incluindo margens ésseas,
bem como a linfadenectomia de linfonodos sentinelas, ainda € o padrédo ouro no
tratamento de melanoma oral canino (TUOHY et al., 2014, FONSECA-ALVES et
al.,, 2021). Em um dos estudos sobre o tema, pacientes que passaram por
cirurgia com amplas margens apresentam sobrevida média total de 346 dias
(BOSTON et al., 2014), em outro estudo pacientes que passaram por cirurgia
como unico tratamento tiveram sobrevida média total de 874 dias (TUOHY et al.,
2014).

A eletroquimioterapia pode ser usada como tratamento local Unico quando
nenhuma outra terapia € possivel e tem melhores respostas quando usada em
tumores de até 4 cm de didametro e sem invasao 0ssea (TELLADO et al, 2020).
Seu uso também é proposto como tratamento adjuvante em neoplasias de dificil
resseccdo cirargica, principalmente para garantir margens mais amplas em
tecidos moles (FONSECA-ALVES et al., 2021). Um estudo mostrou que a
eletroquimioterapia usada no tratamento para melanomas orais, quando outras
terapias ndo foram possiveis, mostrou sobrevida média de 16,5 meses no
estagio I, 9 meses no estagio I, 7,5 meses no estagio lll e 4,5 meses para
pacientes no estagio IV (TELLADO et al., 2020).

A radioterapia também pode ser usada como tratamento adjuvante a
cirurgia ou como tratamento Unico paliativo, e mostrou-se mais eficaz na doenca
microscopica do que na macroscopica (LADUE et al., 1999, PAZZI et al., 2022).
Um estudo avaliou radioterapia paliativa em melanomas orais que nao foram
submetidos a cirurgia, a sobrevida média foi de 390 dias no estagio |, 286 dias
no estagio Il, 159 dias no estagio Il e 90 dias no estagio IV (CUNHA et al., 2018,
FONSECA-ALVES et al., 2021).

O tratamento do melanoma oral canino ainda é desafiador e por isso
outras estratégias sao estudadas, o auxilio do sistema imunoldgico no cancer é
apoiado pela medicina baseada em evidéncia, as imunoterapias mais

pesquisadas envolvem anticorpos monoclonais, imunoterapia génica,
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imunoterapia especifica ativada por bactérias e terapia com células assassinas
ativadas por linfocinas (ALMELA & ANSON, 2019).

Alguns exemplos como anticorpos monoclonais, o bloqueio da via PD-1/
PD-L1 suprime a ativacdo de células T especificas para antigenos tumorais,
interromper este caminho repararia muitas funcdes de efeito das células T
antigeno-especificas com consecutiva remissao do cancer (MAEKAWA et al.,
2017, ALMELA & ANSON, 2019).

Outra estratégia como o0 uso de vacinas contra o cancer, as células
cancerigenas empregam varias taticas para adiar, modificar e até mesmo
suspender a imunidade tumoral (FONSECA-ALVES et al., 2021, GARCIA et al.,
2022), o objetivo da vacina é induzir resposta imune antitumoral, podendo ser
usadas células dendriticas que sdo células apresentadoras de antigenos para
vincular sistemas imunes inato e adaptativo, outra estratégia terapéutica seria
ativacdo de uma resposta imune capaz de eliminar células neoplasicas e
produzir imunidade duradoura (CAVALLO et al., 2014, ALMELA & ANSON,
2019). Um estudo avaliou o uso de células dendriticas autdlogas derivadas da
medula Ossea, as quais foram expandidas ex vivo e transfectadas com um
adenovirus expressando o antigeno do melanoma humano gp 100, a vacina foi
administrada por via subcutanea em 3 cdes: 1 saudavel e 2 com melanoma oral
estagio | e lll apds excisao cirurgica e radioterapia, 2 dos caes vacinados tiveram
tempo livre de doenca de 48 e 22 meses apos a vacinacao (GYORFFY et al.,
2005, ALMELA & ANSON, 2019).

O tratamento do melanoma oral canino ainda é desafiador e 0 uso de
terapias convencionais somente pode nao ser suficiente, o desenvolvimento de
uma estratégia de tratamento multimodal parece ser promissor (ALMELA &
ANSON, 2019, FONSECA-ALVES et al., 2021).

2.5 CFA 10

Os oncogenes localizados no CFA 10 de melanomas orais caninos
demostraram niveis de expressao positivamente correlacionados ao nimero de
copias de DNA, sendo eles MDM2 e CDK4 (Cyclin-dependent kinase 4), e essas
amplificacdes ligadas a uma maior quantidade de proteina, sugerindo obtengéo
de novas habilidades celulares com caracteristicas de malignidade nas células

de melanoma (PROUTEAU et al., 2022).Estudos ja demonstraram a
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amplificagdo do oncogene MDM2 (Mouse double minute 2) em melanomas de
mucosa humana e canina com expressivo ganho no numero de cépias, 0 MDM2
€ um importante regulador negativo do gene supressor de tumor p53 (WADE et
al., 2006, WONG, et al., 2019).

O CDK4 esta envolvido na fase inicial do ciclo celular, regulando a
proteina Cyclin D1 permitindo ou ndo a transcricdo da fase G1 para S, e é
frequentemente amplificado no melanoma oral humano. A amplificagdo do
cromossomo 12q foi a mais observada (57,9%) e abrangeu a regido 12q14, que
contém o oncogene CDK4 (LYU, et al., 2018, BROCCA, et al., 2019). A alta
expressdo da proteina Cyclin D1 em melanomas orais caninos tem sido
documentada recentemente (BROCCA, et al., 2019, ZAMBONI, et al., 2020).

Em um estudo de comparacédo citogenética de lesbes melanociticas
caninas primarias foi observado que varias regiées do genoma eram sugestivas
de mudancas estruturais, representadas por um ganho no namero de copias
seguido imediatamente por uma perda, a maioria principalmente em CFA 10 e
CFA 30 (POORMAN et al., 2015).

2.6 CFA 30

Assim como nos melanomas humanos, 0s melanomas caninos
dependendo da malignidade e localizacdo anatbmica possuem caracteristicas
citogenéticas diferentes, um importante indicativo € a presenca de uma anomalia
caracteristica no CFA 30 em melanomas orais, que ndo € evidente nos
melanomas cutaneos (POORMAN et al., 2015).

Um estudo avaliou o DNA de 49 melanomas caninos, sendo 44 orais e 5
cutaneos e 18 melanocitomas usando oligo array CGH (0aCGH) por co-
hibridizacdo de DNA tumoral, e 0s. melanocitomas apresentaram menos
aberracdes no numero de copias do que os melanomas. Enquanto a aberracéo
mais frequente foi de um complexo nimero de cépias especifico no perfil do CFA
30 de melanomas orais, presente em 60% dos casos e com a caracteristica de
um rearranjo cromossdmico estrutural, devido a alta incidéncia desse complexo
de aberracGes de numero de copias € possivel que o0 mesmo seja importante
para o desenvolvimento ou progresséao de fenétipos malignos. No espaco dessa
regido complexa de aberragdes no numero de copias do CFA 30 estdo nove

genes, sendo os principais SPRED1 com perda de nimero de cépias e com o
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papel de ser supressor da ativacdo de Ras/MAPK e com superexpresséo de
TRPM7 com ganho de namero de cépias que esté envolvido na regulacdo da via
de sinalizacdo MAPK, via esta que é responsavel pela proliferacédo e progressao
do tumor (POORMAN et al., 2015).

Outros estudos encontraram genes com perdas no numero de cépias no
CFA 30 que englobam dois reguladores mitéticos envolvidos na segregacao
cromossdmica: KNSTRN (Kinetochore Localized Astrin (SPAG5) Binding
Protein) e BUB1 (Budding uninhibited by benzimidazoles 1) (BROCCA et al.,
2019, WONG et al.,, 2019, HARDWICK, 2021). Melanomas apresentam
transcri¢cdes significantemente mais baixas de BUB1 quando comparadas com
as de tecido normal (HITTE et al., 2019, HARDWICK, 2021). A perda no nimero
de coOpias nas regides que envolvem os genes BUB1 e KNSTRN foi observado
tanto em melanomas caninos quanto em melanomas humanos (WONG et al.,
2019).

Um estudo avaliou a amplificacao focal de uma regiao de 600 kb do CFA
30 de melanomas orais visando BUB-1 (7.3 Mb) e TRPM7 (16.5 Mb) por meio
de PCR quantitativo. A amplificacao focal do CFA 30 foi detectada em 50,7% dos
casos, porém sempre na regido de 16.5 Mb, sendo 7.3 Mb ndo amplificado, o
gue concorda com o fato de a regido 16.5 Mb (TRPM7) ser uma regido de ganho
e a 7.3 Mb ser uma regiado de perda. Além disso, o estudo mostra uma provavel
associacao entre a amplificacdo focal do CFA 30 e um pior progndéstico
(PROUTEAU et al., 2020).

A superexpressao do gene TRPM7 correspondente a amplificacao focal
do CFA 30 (regido 16-17 Mb) ja foi observada em alguns melanomas humanos,
e um novo estudo identificou que TRPM7 esta envolvido na proliferacdo tumoral
de melanomas caninos e humanos nao induzidos por UV (PROUTEAU et al.,
2022).

2.7 PCR quantitativo

Areacdo em cadeia polimerase quantitativa (PCR quantitativo) é um 6timo
método para determinacdo e quantificacdo de sequéncias especificas de acidos
nucleicos com precisdo em amostras biolégicas e ambientais (TAYLOR et al.,
2019). Possui vantagem em relagdo ao método tradicional de PCR baseado em

gel, pois a expressao génica pode ser visualizada "em tempo real" através do
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uso de moléculas fluorescentes e por meio de um computador (HAWKINS &
GUEST et al., 2017).

O PCR quantitativo permite que a amplificacdo e deteccdo ocorram
simultaneamente e o0 resultado € visualizado em tempo real durante a
amplificacdo da sequéncia de interesse (HAWKINS & GUEST et al., 2017).

O processo de PCR ocorre em etapas, como caracterizado na Figura 4,
comeca com a desnaturacdo em uma temperatura de 95°C onde ocorre a
separacdo das fitas de DNA por meio da quebra das ligagbes por pontes de
hidrogénio das cadeias de nucleotideos, posteriormente acontece o anelamento
em uma temperatura de 55 a 60°C, os primers se ligam as suas sequéncias
complementares de DNA (a regido que se pretende amplificar) e servem como
iniciadores para a enzima taq polimerase que se liga a fita sinalizada pelo primer,
comeca entdo a extensdo, aos 72°C, do novo fragmento de DNA, formando
novamente uma fita dupla (molde). S&o realizados aproximadamente de 40 a 60
ciclos como este, promovendo a amplificacdo de determinada regidao que se
pretende analisar, durante a amplificacdo, a quantificacdo é determinada pela
guantidade de produto amplificado durante cada ciclo, através da fluorescéncia
emitida pelos fluordforos. Esta metodologia utiliza um equipamento com sistema
de monitoramento da emisséo da fluorescéncia (WILHELM & PINGOUD, 2003,
KUBISTA et al., 2006).

O PCR quantitativo em tempo real é usado para determinar cargas virais,
expressdo génica, titulos de contaminacdes (em alimentos, sangue, outros
fluidos e tecidos corporais), desequilibrios alélicos e os graus de amplificacdo e
delecédo de genes. Além de ser utilizada para diagndéstico de tumores, como para
a deteccdo e monitoramento de doencas residuais minimas, a identificacdo de
micrometastases em cancer, quantificar amplificacées de oncogenes, bem como
delecdes de genes supressores de tumor, entre outros (WILHELM & PINGOUD,
2003).

A interpretacdo dos resultados do PCR quantitativo pode ser analisada
por meio da curva de amplificacdo, a amplificacdo seletiva de sequéncias
especificas do DNA alvo que se deseja estudar, a curva de amplificacdo €&
expressa pelas fases exponencial, linear e platd. Durante a amplificacdo, um

software constr6i em tempo real um grafico relacionando os ciclos de
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termociclagem com a intensidade de fluorescéncia emitida durante a
amplificagdo do DNA nas amostras, ciclo a ciclo (KUBISTA et al., 2006).

Outro método de analise do PCR quantitativo € a "melting curve" (curva
de fusdo), a temperatura de fusdo € a temperatura na qual 50% do DNA é
desnaturado, representado por uma curva que atinge um pico maximo de
temperatura. Quando a temperatura aumenta a fita dupla comeca a se dissociar,
levando a um aumento na intensidade de absorg¢éo, hipercromicidade (TOMAZ
et al., 2016).
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HIPOTESE

As amplificacbes soméaticas encontradas em CFA 10 e CFA 30 no
melanoma oral canino podem estar correlacionadas com os fatores prognésticos
j& estabelecidos e ser usada como ferramenta no prognostico desta neoplasia.

OBJETIVOS

Gerais
Avaliar as amplificacBes sométicas focais nos cromossomos 10 e 30 no

melanoma oral canino e associar com fatores clinico patoldgicos.

Especificos

» Avaliar as amplificagbes somaticas focais nos cromossomos 10 e 30 em
melanoma oral canino.

« Comparar as amplificacbes somaticas focais nos cromossomos 10 e 30
em melanoma oral e correlacionar com fatores progndsticos
histopatolégicos, como indice mitético e pigmentacao.

» Comparar as amplificacbes somaticas focais nos cromossomos 10 e 30
em melanoma oral e correlacionar com fatores prognosticos clinicos,

como sobrevida média global.
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CAPITULO 2

ARTIGO

Avaliacdo prognostica das amplificagcbes somaticas focais dos
cromossomos 10 e 30 no melanoma oral canino e sua

correlacao histopatologica e clinica
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Abstract

Canine oral melanoma is the main malignant neoplasm of the oral cavity in dogs,
and it is considered a very aggressive disease. The metastatic rate is round 80%
and can spread to regional lymph nodes, lungs and other organs. Recent studies
demonstrated that alterations in human and canine melanoma gene expression
share activation and sensitivity to inhibition of cancer-related signaling pathways,
the gain and/or loss in copy number can alter the level of expression of
oncogenes and acquire tumor advantages conferred by these focal amplifications
causing a structural chromosomal rearrangement. The aim of this study was to
evaluate focal amplifications on chromosomes 10 and 30 (Canis Familiaris 10
and 30) using quantitative PCR of canine oral melanoma and correlate them with
clinical and pathological aspects. 45 tumors were analyzed and as a result there
was no focal amplification for the CFA 30 in the evaluated samples, for the MDM2
gene of the CFA 10 only two samples presented amplification and in the CDK4
gene all samples presented amplification, as a pattern between the samples
cannot be defined. amplifications found and the prognostic factors analyzed, no

relevance was identified in the clinical routine for these markers.

KEYWORDS: melanocytic tumors, quantitative PCR, CFA10, CFA30.
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1. INTRODUCAO

O melanoma é a principal neoplasia de cavidade oral em cées, sendo
responsavel por 56% dos casos (BERGMAN; SELMIC; KENT, 2020). Os locais
de maior prevaléncia desse tipo de neoplasia sdo gengiva e labios, mas podem
acometer palato, tonsilas, lingua e faringe (RAMOS-VARA et al.,, 2000,
PROUTEAU & ANDRE, 2019, PALMA et al., 2021).

Algumas ragas mais propensas a desenvolver a forma oral do melanoma
séo Poodles, Golden Retrievers, Labradores, Rottweilers, Yorkshire Terriers,
Cocker Spaniels, Chow-Chows, Scotish Terriers e Daschunds. A idade média no
momento do diagndéstico é de aproximadamente 10 a 11 anos (RAMOS-VARA
et al., 2000, DOBSON, 2013, GILLARD et al., 2014, PROUTEAU & ANDRE,
2019).

O indice mitético tem valor prognoéstico em termos de probabilidade de
sobrevivéncia, neoplasias com figuras de mitose acima de 4 mitoses em 10
campos de 400x tem pior prognostico. Melanomas amelandticos foram
associados a um indice mitético maior, em comparacdo com neoplasias com
pigmentos melanicos no citoplasma. Na analise imuno-histoquimica, o aumento
da expressao do marcador molecular Ki-67 esta correlacionado com propenséo
metastatica moderada a alta (SMEDLEY et al.,, 2011, BERGMAN; SELMIC;
KENT, 2020, SMEDLEY et al., 2022).

O tratamento padrdo ouro ainda € a cirurgia com amplas margens,
incluindo margens Osseas e linfadenectomia (TUOHY et al.,, 2014). Como
terapias adjuvantes a cirurgia ou mesmo como terapia Unica paliativa em
melanomas de dificil remoc¢do cirargica sdo usadas eletroguimioterapia e
radioterapia (FONSECA-ALVES et al., 2021). Por ser uma neoplasia desafiadora
outras estratégias terapéuticas vém sendo estudadas, as imunoterapias
principalmente, as mais pesquisadas envolvem anticorpos monoclonais,
imunoterapia génica, imunoterapia especifica ativada por bactérias e terapia com
células assassinas ativadas por linfocinas (ALMELA & ANSON, 2019).

Alteracbes na expressdo génica do melanoma humano e canino
compartilham ativacdo e sensibilidade a inibicdo de vias de sinalizagédo
relacionadas ao cancer (FOWLES et al., 2015), o ganho e/ou perda no nimero

de copias no DNA pode alterar o nivel de expressao de oncogenes e adquirir
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vantagens tumorais conferidas por esses genes focais amplificagbes causando
um rearranjo cromossomico estrutural (PALMA et al., 2021, PROUTEAU et al.,
2022).

Em um estudo de comparacdo citogenética de lesbes melanociticas
caninas primarias foi observado que varias regidées do genoma eram sugestivas
de mudancas estruturais, representadas por um ganho no niamero de copias
seguido imediatamente por uma perda, a maioria principalmente em CFA 10 e
CFA 30 (POORMAN et al., 2015).

Alteracdes genéticas somaticas sdo importantes para determinarmos o
comportamento biol6gico das neoplasias, como também encontrar alvos
terapéuticos possiveis que auxiliem no tratamento (HENDRICKS et al., 2018,
WONG et al.,, 2019). Na genética do melanoma oral canino, 0 cromossomo
canino, Canis Familiaris (CFA) é caracterizado por diversos ganhos ou perdas
em regibes cromossOmicas, com essa analise determinam-se as alteragdes no
namero de copias (HENDRICKS et al., 2018, WONG et al., 2019). Em estudo
recente, amplificacdes focais de CFA 30 foram frequentemente encontradas no
melanoma oral canino e estdo associadas a um resultado ruim e a outros fatores
prognosticos como um alto indice mitotico e fenotipo amelanotico (POORMAN
et al., 2015, PROUTEAU & ANDRE, 2019, PROUTEAU et al., 2020). A taxa de
sobrevida média observada para cdes com amplificacdes em CFA 30 foi de 159
dias, contra 317 dias de caes sem amplificacbes (PROUTEAU et al., 2020).

Outro cromossomo que frequentemente foi associado a mudancas
estruturais no genoma de melanomas orais caninos foi o CFA 10, apresentando
ganho no numero de cépias seguido de perda e associado a oncogenes que
também apresentaram relevancia no melanoma de mucosa humano
(POORMAN et al., 2015, BROCCA, et al., 2019, ZAMBONI, et al., 2020,
PROUTEAU, et al., 2022).

Portanto, o objetivo desse estudo foi avaliar amostras de melanomas orais
caninos, realizar avaliacdo histopatolégica, levantamento de dados clinicos e
através de PCR (reacdo em cadeia da polimerase) quantitativo em tempo real
avaliar as amplificacbes focais nos cromossomos CFA 10 e CFA 30,
especificamente os oncogenes MDM2 e CDK4 expressos em CFA 10 e BUB-1

e TRPM7 expressos em CFA 30 e correlacionar possiveis mutacfes nestes
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genes com aspectos patolégicos como grau de pigmentacgdo e indice mitético e
aspectos cinicos como sobrevida média global.

2. MATERIAIS E METODOS

2.1 Amostras de melanoma oral canino e levantamento de dados clinicos

As amostras de melanomas orais caninos foram obtidas do Servi¢o do
Departamento de Patologia da Faculdade de Medicina Veterinaria e Zootecnia
da Universidade de S&o Paulo e do Servigo de Patologia da FMVZ - UNESP
Botucatu. O uso das amostras para realizacdo dessa pesquisa foi autorizado
pelo Comité de Etica de Utilizacdo de Animais — UNESP Botucatu (Protocolo
CEUA 0123/2022).

Foi realizada avaliacdo histopatologica de 80 amostras de melanomas
orais de cédes obtidas a partir do acervo do Departamento de Patologia da
Faculdade de Medicina Veterinaria e Zootecnia da Universidade de S&o Paulo e
do Departamento de Clinica Veterinaria da Faculdade de Medicina Veterinaria e
Zootecnia da UNESP/Botucatu, os dados foram fornecidos pelos mesmos
Departamentos a partir das fichas dos pacientes e contato com os tutores.
Destas 80 amostras, somente 45 apresentavam dados clinicos suficientes
(informacdes sobre tratamento, linfonodo, metastase a distancia e se a causa do

Obito foi a neoplasia) para avaliacdo necessaria do presente estudo.

2.2 Exame histopatoldgico

Em um total de 45 amostras de blocos de parafina de melanoma oral
canino foram realizados cortes de 4um de espessura com microtomo e foram
distendidos em laminas de vidro para microscopio sendo posteriormente coradas
pela técnica de eosina e hematoxilina (HE), para visualizacdo em microscépio
Optico com objetivo de fazer a analise histopatoldgica.

A avaliacdo histopatolégica foi usada para confirmagcédo do diagnostico e
analise de dois fatores progndsticos: contagem de mitoses (numero de figuras
de mitose em 10 campos de 400x de aumento) e a porcentagem de

pigmentacdo. Sendo usado como nota de corte o indice mitético de = 4 figuras
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de mitose e avaliacdo de intensidade de pigmentagcdo em: amelanico
(confirmados por meio de imuno-histoquimica), leve, moderada e intensa.

A avaliagédo histopatoldgica foi feita por dois patologistas e as divergéncias
foram discutidas e resolvidas por consenso.

2.3 Extracdo do DNA genbmico

Para a realizacdo da extracdo do DNA genbmico necesséario para a
posterior realizagéo da técnica de PCR quantitativo, foram realizados 4 cortes de
7um em micrétomo dos blocos de parafina de cada uma das 45 amostras de
melanomas orais caninos e da amostra de tecido normal de cao e foram
armazenados em tubos de microcentrifuga estéreis e livres de DNAse de 1,5 ml.

O DNA gendmico foi extraido usando um kit FFPE Tissue DNA (Extraction
of DNA from Formalin-Fixed, Paraffin-Embedded (FFPE) Tissue, Macherey-
Nagel, Duren, Alemanha) de acordo com o protocolo do fabricante.

A extracdo de DNA foi bem-sucedida nas 45 amostras, o DNA obtido foi
guantificado por espectrofotometria. Também foi utilizado como controle externo
uma amostra de tecido normal de cdo, neste caso amostra de préstata normal
de cado congelada e foi realizado a extracdo de material genético dela para

comparacao com material genético das amostras tumorais.

2.4 PCR quantitativo

Apos realizada a extracdo do DNA gendmico de cada amostra, estas
foram divididas nas solucdes de trabalho e nas solu¢cfes de estoque. A partir das
solucdes de trabalho foi realizado um mix com as amostras de DNA genémico,
a solucao dos fluoroforos, a solucdo com os primers e H20 e este mix de cada
amostra foi transferido para a microplaca de PCR de 384 pocos compativel com
QuantStudio 12K Flex Real-Time PCR System, Applied Biosystems by life
technologies, Thermo Fisher Scientific, Waltham, Massachusetts, United States.
Os PCRs foram realizados no Laboratorio de Pesquisa NeoGene da Unipex,
UNESP, campus Botucatu.

O fluordéforo utilizado foi SYBR Green (PowerUp SYBR Green Master Mix,
Applied Biosystems by Thermo Fisher Scientific, Waltham, Massachusetts,
United States.
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Os primers utilizados foram desenvolvidos por Invitrogen Custom Primers,
Invitrogen by Thermo Fisher Scientific, Waltham, Massachusetts, United States:
CFA 10 (MDM2 gene) F: AGTGCCAAGCTTCTCTGTGA e R:
ACCCAGTCACACAGCTAGTA; CFA 10 (CDK4 gene) F:
AGATACAGCCGACACTCCA e R: AGCAAGAGGGGAGTAGGAGA; CFA 30
(BUB-1 gene) F: CCAGGCTCCGGTTGTAACT e R:
CCAAACCTGAAGTCATTCTGC; CFA 30 (TRPM7 gene) F:
GGAGATGAGTGGGAGCTGAG e R: ATGCCAATCTGCAAAGATCC.

Foi usado como controle interno dos cromossomos 10 e 30 um primer
visando uma regidao do cromossomo 9 (CFA 9 (controle) Forward (F)/Reverse
(R): F: GCCCAACTCACTGGACTTTG e R: CAACTCCATCTGGGAGCATT) pois
este demostrou ter maior estabilidade no nimero de cépias em estudos ja
realizados (HITTE et al., 2019, WONG et al., 2019, PROUTEAU et al., 2020),
para avaliacdo da técnica do PCR.

Todas as 45 amostras de melanoma oral canino e a amostra controle de
tecido normal de cdo apresentaram curva de amplificacdo satisfatéria para
identificacdo do PCR como mostrado na Figura 5, e apos foi feita a analise das

curvas de efusdo geradas.

Amplification Plot
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FIGURA 5: AmplificacGes satisfatorias das amostras de melanoma oral

canino e da amostra controle de tecido normal.

Também foi realizado 0 sequenciamento genético das regides
cromossOmicas avaliadas (CFA 9 controle e regides dos oncogenes avaliados

em CFA 10 e CFA 30) na amostra controle de tecido normal canino e mais quatro
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amostras de melanoma oral para certificacdo da regido correta no caso da
amostra controle e da presenca de mutagéo ou ndo nas amostras de melanoma.

O sequenciamento genético foi realizado no Laboratério de Biologia
Molecular da Unipex, UNESP, campus Botucatu. Sequenciamento genético da
regiao do gene TRPM7 do cromossomo 30 na amostra controle mostrando que

a regido esta correta representado nas Figuras 6a e 6b.
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FIGURAS 6a e 6b: Sequenciamento da regido do gene TRPM7 do CFA30.

2.5 Andlise estatistica
Considerando nossos resultados, optamos por realizar andlise estatistica
descritiva, com dados tabulados em Excel, e apresentados na forma de

frequéncia e porcentagem.
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3. RESULTADOS

O levantamento de dados clinicos das amostras de melanoma oral canino
mostrou que de 45 tumores, 19 caes eram fémeas e 26 machos. A idade média
dos cées foi de 12,6 anos. Quanto a prevaléncia de racas, 15 caes eram sem
raca definida, 7 caes da raca Cocker Spaniel, 7 da raga Dachshund, 3 Golden
Retriever, 3 Poodles e demais racas descritas na Tabela 1.

Sobre a informacdo de acometimento de linfonodo regional, 39 caes
apresentavam esta informacdo e 24 tinham comprometimento metastético,
sendo todos estes linfonodos mandibulares. Apenas 6 cdes apresentavam
metastase a distancia no momento do diagnostico.

Todos os cées avaliados passaram por procedimento cirurgico e 43 por
tratamentos adjuvantes, sendo a maioria vacina e/ou eletroquimioterapia como
mostrado na Tabela 1.

A sobrevida média global dos cédes avaliados foi de 140 dias [intervalo (22-
1040)] e este dado também encontra-se representado na Tabela 1, assim como

tamanho dos tumores, margens cirargicas, recidiva e presenca de metastase.
TABELA 1: Dados clinicos das amostras de melanoma oral canino (SI: Sem

informacéo; F: Fémea; M: Macho; A: Acometido; NA: Nao acometido; EQT:

Eletroquimioterapia; QT: Quimioterapia).

Cocker 3x2x1, Vacina, Sim, apos

1 F 14 Incompletas A Ndo 91
Spaniel 5cm EQT 2 meses
4Ax3x4 Vacina, Sim, apos
2 M S| SRD Incompletas A Ndo 95
cm EQT 1 més
1,5x0,
Basset Vacina, Sim, apos
3 M 10 9x2 Incompletas A Ndo 105
Hound EQT 3 meses
cm
2,2x1,
Vacina,
4 M 9 Pequinés 5x1 Incompletas NA Ndo Ndo 73

EQT, QT
cm
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19

20

21

22

23

15

13

10

S|

12

11

15

14

15

12

13

15

11

15

12

15

13

Dachshund

Golden

Retrivier

SRD

Poodle

SRD

Dachshund

Yorkshire

Cocker

Spaniel

SRD

Cocker

Spaniel

Yorkshire

SRD

Poodle

Golden

Retrivier

Dachshund

Golden

Retrivier

SRD

Beagle

Akita

2x1,5x
0,3
cm
4x3x2,
5cm
4x3,5x
2,5
cm
2,8x1,
6x1,4

cm

S|

6x4,5x
4cm
3x2,5x
1,4
cm
6x4x2
cm
1x0,5x
0,1
cm
5x5x2,
5cm
2x2x2
cm
5x4x3
cm
5x4x2,
8cm
2,5x1,
8x1
cm
6x4x3
cm
3,5x2x
1,5
cm
3,9x3,
7x3,4
cm
4x3x2
cm
4,5x3x

3cm

Incompletas

Incompletas

S|

Completas

S|

Incompletas

Incompletas

Incompletas

Incompletas

Incompletas

Completas

Incompletas

Completas

Incompletas

Incompletas

Completas

S|

Incompletas

S|

S|

NA

NA

NA

NA

NA

NA

NA

Vacina,
N3o
EQT
Vacina,
Nao
EQT
Sé
Nao
Cirurgia
Vacina,  Sim, apés

EQT 2 meses

Vacina,
Sim
EQT
Vacina,
Nao
EQT
Vacina,
Nao
EQT
EQT Nao
Vacina Sim
Vacina Ndo
Vacina,
Ndo
EQT
Vacina,
Ndo
EQT
Vacina Ndo
Vacina,
Sim
EQT
Vacina,
Sim
EQT
Vacina,
Sim
EQT
Nao Nao
Vacina,
Ndo
EQT
EQT Ndo

Sim

33

157

36

507

101

32

130

217

30

112

22

352

194

31

29

61

135

112

907

183
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25

26

27

28

29

30

31

32

33

34

35

36

37

38

39

40

41

42

43

44

11

12

13

10

14

13

16

14 anos

13

12

14

11

13

13

15

15

16

12

14

Dachshund

Pug

Cocker

Spaniel

Pit bull

Dachshund

Akita

Dachshund

Cocker

Spaniel

Poodle

SRD

Cocker

Spaniel

SRD

SRD

Cocker

Spaniel

SRD

SRD
SRD

SRD

Lhasa Apso

SRD

Dachshund

5x5x5
cm
4,7x2,
6x2
cm
6x6X6
cm
5x2,5x
2cm
3x2,5x
1,4
cm
2,5x2,
5x2,5
cm
2x2x2
cm
4x3x3

cm

S|

4x2,5x
1,5
cm
4x3x3
cm
3x1,5x
1,4
cm
2,8x2x
1,5

cm

S|

S|

S|
S|

S|

S|

S|

3x2x0,

5cm

S|

Completas

Incompletas

S|

Completas

Incompletas

Incompletas

Incompletas

Incompletas

Incompletas

Incompletas

Incompletas

Incompletas

Incompletas

S|

S|
S|

S|

S|

S|

Incompletas

NA

NA

NA

S|

NA

S|

S

NA

S|

S|

Vacina

Vacina

Vacina

Vacina

Vacina,

EQT

Vacina,

EQT

Vacina,
EQT
Vacina,
EQT
Vacina,

EQT

Vacina,

EQT

Vacina,

EQT

Vacina

Vacina,

EQT

Vacina,
EQT
Vacina,
EQT
Qr

EQT

Vacina
Vacina,
Qr
Vacina,
EQT, QT
Vacina,

EQT

Sim

Sim

Sim

Sim

Sim

Sim

S|

S

S|

Sim

S|

Sim

34

56

38

26

33

1040

61

159

141

74

11

31

32

98

33

30

90
30

180

60

150

120
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4x2x1, Vacina,
45 M 13 SRD Incompletas NA Nao Nao 242
5cm EQT

As 45 amostras de melanoma oral canino e a amostra controle de tecido
normal foram submetidas ao PCR quantitativo usando os primers CFA 9
(controle), CFA 10-1 (gene MDM2), CFA 10-2 (gene CDK4), CFA 30-1 (gene
BUB-1) e CFA 30-2 (gene TRPM7), a curva de fusdo (“melting curve”) das
amostras de melanoma é comparada a curva de fusdo padrdo da amostra de
tecido normal canino.

Todas as 45 amostras de melanoma oral tiveram mesmo ponto de fusao
que a amostra controle para o CFA 30, tanto para o gene BUB-1 quanto para o
gene TRPM7, encontram-se no mesmo quadrante entre 85,0 e 86,0°C e,

portanto, ndo apresentaram mutacdo como mostrado na Figura 8.

Melt Curve Plot
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FIGURA 7: Curvas de fusdo das amostras de melanoma oral canino em

comparacao com a amostra controle para CFA 30.

Ja nas andlises de curva de fusdo para o cromossomo 10, quando
avaliadas no gene MDM2, duas amostras apresentaram pontos de fusdo
diferentes da amostra controle e, portanto, apresentam mutagéo, séo elas 1 e

38, a amostra controle apresentou ponto de fusao de 77,51°C e as amostras de
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melanoma oral 1 e 38 apresentaram 78,28°C e 76,1°C respectivamente,

confirmando a mutagdo como apresentado na Figura 9.
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FIGURA 8: Amostras controle de tecido normal de cdo representadas em verde

e amostras de melanoma oral representadas em vermelho (amostras 38 e 1)

para CFA 10 regido do gene MDM2.

Nas analises de curva de fusédo para o cromossomo 10 na regido do gene

CDK4 todas as 45 amostras de melanoma oral canino divergiram do ponto de

fusdo da amostra controle de tecido normal, sendo o ponto de fuséo 81,1°C para

a amostra controle e de 82,13°C para as amostras de melanoma oral

confirmando a mutagcdo como caracterizado na Figura 10.
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FIGURA 9: Amostras controle entre 81°C e 82°C e as amostras de melanoma
oral entre 82°C e 83°C para CFA 10 regido do gene CDKA4.

Na Tabela 2 encontram-se as informacgdes sobre grau de pigmentacao e

sobrevida global média dos 45 cées avaliados.

TABELA 2 — Avaliacéo histopatologica das amostras de melanoma oral canino

(indice mitético e grau de pigmentacao) e Sobrevida Global:

1 Leve (<50%) 91
2 Intensa (>50%) 95
3 Leve (<50%) 105
4 Leve (<50%) 73
5 Amelanico 157
6 Moderada (<50%) 36
7 Moderada (<50%) 507
8 Moderada (>50%) 101
9 Moderada (<50%) 32
10 Intensa (<50%) 130
11 Amelanico 217
12 Moderada 30
13 Moderada 112
14 Moderada 22

15 Moderada 352
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16 Moderada 194
17 Intensa 31
18 Leve 29
19 Moderada 61
20 Amelanico 135
21 Moderada 112
22 Amelanico 907
23 Amelanico 183
24 Amelanico 56
25 Amelanico 38
26 Amelanico 26
27 Amelanico 33
28 Moderada 1040
29 61
30 Moderada 159
31 Moderada 141
32 Moderada 74
33 Amelanico 11
34 Amelanico 31
35 Moderada (<50%) 32
36 Moderada (<50%) 98
37 Leve (<50%) 33
38 Moderada (>50%) 30
39 Moderada (<50%) 90
40 Moderada (<50%) 30
41 Amelanico 180
42 Moderada (>50%) 60
43 Leve (<50%) 150
44 Amelanico 120
45 Moderada 242

Nas amostras 1 e 38 com mutacao para o gene MDM2 no CFA 10, o indice
mitético, grau de pigmentacdo e sobrevida foram de 1 figura de mitose em 10
campos de 400x, pigmentacao leve (<50%) e 91 dias, e 2 figuras de mitose em

10 campos de 400x, pigmentacdo moderada (<50%) e 30 dias, respectivamente.

4. DISCUSSAO

Para as amostras de melanoma oral canino avaliadas neste estudo a
prevaléncia racial predominante foi de cdes sem raca definida, seguidos por
Dachshunds, Cocker Spaniels, Poodles e Golden Retrievers, ndo houve

predisposicdo sexual e os tumores acometeram principalmente cées idosos
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acima de 10 anos, neste estudo com idade média de 12,6 anos, todas essas
informacdes seguem literatura prévia descrita (RAMOS-VARA et al., 2000,
DOBSON, 2013, GILLARD et al., 2014, PROUTEAU & ANDRE, 2019).

Do total de amostras, 11 apresentaram tumores com tamanho acima de 4
cm, e 24 apresentaram metdstase em linfonodo regional enquadrando-se no
estagio Il definido pela OMS, enquanto 6 apresentaram metastase a distancia
no momento do diagndstico enquadrando-se no estagio IV, como descrito em
literatura (BERGMAN; SELMIC; KENT, 2020).

Dos 45 cées, 14 apresentaram recidiva local do melanoma oral mostrando
0 pior progndstico deste tumor e dificuldade de margens completas mesmo
fazendo um tratamento multimodal j& que a maioria destes caes realizaram além
da cirurgia vacina e/ou eletroquimioterapia como tratamento adjuvante.

Dos tratamentos utilizados, 29 cées fizeram cirurgia associada a
eletroquimioterapia e vacina e obtiveram sobrevida média global de 169 dias, a
maioria desses cées tiveram margens cirurgicas incompletas. Apenas 1 cao fez
somente cirurgia como tratamento e teve sobrevida global de 507 dias, estando
dentro do que foi descrito em literatura, estudos de 346 e 874 dias (BOSTON et
al., 2014, TUOHY et al., 2014). A sobrevida média global dos 45 céaes foi de 140
dias [intervalo (22-1040)].

Os fatores progndésticos histopatolégicos analisados nas amostras
tumorais apresentaram 13 melanomas amelanéticos, 6 melanomas com
pigmentacéo leve, 13 com pigmentacdo moderada e 3 com pigmentacédo intensa.

No desenvolvimento desse estudo, a primeira dificuldade observada foi
relacionada a nado amplificacdo dos primers descritos na literatura para o
cromossomo CFA 30. Quando utilizados os primers previamente publicados
(PROUTEAU et al., 2020), houve uma amplificacao tardia na curva de fusdo, ndo
permitindo avaliacdo da amplificacdo génica. Com isso, para avaliacdo das
amplificacBes do CFA 30, foi necessario desenhar novos primers para as regides
desejadas, genes BUB-1 e TRPM7. Ao realizar com os primers descritos em
literatura obteve-se uma amplificacdo tardia sem uma curva de fusdo correta,
levando a necessidade de redesenha-los e ampliar a sequéncia de nucleotideos
da regido a ser avaliada para que obtivesse uma amplificacéo correta. O mesmo

foi necessério para o CFA 10 nas regifes dos genes MDM2 e CDKA4.
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Apos padronizacdo do PCR quantitativo, o proximo desafio foi a nédo
existéncia da mutacdo nos melanomas orais do grupo amostral para o CFA 30,
0 que difere dos dados previamente publicados (PROUTEAU et al., 2020). A
literatura prévia indica que a frequéncia de mutacées no cromossomo CFA 30 é
de aproximadamente 50,7%. No entanto, sem a existéncia da mutagcdo nas
amostras deste estudo esse marcador deixa de ter uma relevancia na rotina
clinica.

Para as regides dos genes escolhidos do CFA 10, nos resultados de PCR
guantitativo o gene MDM2 foi amplificado em 2/45 tumores (4,44%), em literatura
prévia a prevaléncia foi de 49,3% e o gene CDK4 foi amplificado em 45/45
tumores (100%), em literatura anterior foi de 41,1% (PROUTEAU et al., 2020).
Foi enviado para sequenciamento genético a amostra controle de tecido normal
canino, as duas amostras com mutacdo em MDM2 e duas amostras de
melanomas amelanéticos com mutacdo em CDK4 para comparar os resultados.

Devido a baixa frequéncia da mutacdo para o gene MDM2, responsavel
por bloquear o supressor tumoral p53, ndo foi possivel avaliar correlagdo com
fatores prognésticos clinicos e patoldgicos e, portanto, ndo ha relevancia na
rotina clinica. A alta prevaléncia da mutacdo no gene CDK4, envolvido na fase
inicial do ciclo celular, mostra superexpressao nos melanomas orais caninos,
porém sem correlacéo especifica com os fatores prognosticos.

Dentre as possibilidades discutidas para a diferenca de presenca de
amplificacBes focais no CFA 30 das amostras de melanoma oral canino testadas
para estudos anteriores, considerou-se o fator geografico e possivel interferéncia
ambiental e genética na mutacdo de melanomas orais caninos brasileiros ja que
demais estudos foram realizados em paises europeus.

Foi realizado contato com o autor do estudo anterior a este, Prouteau et
al., que ira contribuir gentilmente enviando amostras de melanomas orais
caninos com mutacdo nos genes aqui estudados para que possa ser feita uma
comparacao.

Além disso, em estudo recente Brocca et al. observou ganho de
cromossomo inteiro em 37% das amostras de melanoma oral canino para o CFA
13 e perda de cromossomo inteiro em 25% das amostras para o CFA 22, abrindo

outras possibilidades de avaliagcdo para estudo.



41

5. CONCLUSAO

Neste presente estudo nao foi encontrada amplificagéo focal em CFA 30
para melanomas orais caninos como descritos anteriormente em literatura, com
isso, ndo foi possivel associar com progndstico. A incidéncia de amplificacdo
focal para MDM2 em CFA 10 foi muito baixa e a incidéncia de amplificagao focal
para CDK4 foi de 100%, ndo demonstrando especificidade para valor
prognéstico nos melanomas orais avaliados também nestas regides. Novos
estudos serao necessarios para definir padrées de amplificacéo focal em regides
cromossOmicas nos melanomas orais caninos brasileiros, para definicdo de valor

prognéstico e novos alvos terapéuticos na rotina clinica destes tumores.
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